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YFP   rumen fluorescenčni protein (ang. Yellow Fluorescent Protein) 
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Bakterije vrste Bacillus subtilis so ene najbolj prepoznanih in raziskanih predstavnikov 
domene bakterij. So izjemno razširjena bakterijska vrsta, najdemo jih lahko tako v vodnih 
kot kopenskih okoljih, v prebavilu živali ter v interakciji s koreninami rastlin (Earl in sod., 
2008; Sharma in sod., 2018). Kot take so sicer široko raziskane, poznavanje njihovih 
interakcij pa je večinoma omejeno na stanje dovolj visoke celične gostote, ko že tvorijo 
kolonije ali biofilme.   
 
Sorodstvena diskriminacija (oz. sorodstveno razlikovanje) je sposobnost organizma, da 
usmerja vedenje glede na drug osebek/skupino osebkov glede na njihovo sorodnost. 
Sorodstvenega razlikovanja so zmožne tudi bakterije vrste B. subtilis med skupinskim 
premikanjem (rojenjem) po površini hranilnega agarja. Med rojenjem se filogenetsko 
visoko sorodni sevi združujejo v skupen roj, medtem ko manj sorodni sevi ostajajo med 
rojenjem fizično ločeni (Stefanic in sod., 2015; Štampar, 2016). Predvideva se, da 
filogenetsko visoko sorodni sevi med rojenjem vstopajo v pozitivne interakcije 
(sodelujejo), kar jim omogoča večjo uspešnost, manj sorodni sevi pa takšnega sodelovanja 
ne kažejo. Odnos med manj sorodnimi (non-kin) sevi je prej sovražne narave, ob srečanju 
dveh rojev se sproža stresni odziv pri vsaj enem od sevov (Lyons in sod., 2016). Objavljeni 
rezultati tudi kažejo, da so za pojav razmejevanja med non-kin sevi odgovorni geni, ki 
nosijo zapis za antagonistične dejavnike (npr. antibiotiki, toksini).  
 
Opazovanje interakcij med sevi B. subtilis je sicer precej raziskano na stopnji tvorbe 
kolonij, ker lahko opazujemo nastanek linij ali združevanje (glede na stopnjo sorodnosti), 
ni pa še toliko razvito na nivoju posameznih celic. V okviru magistrske naloge smo 
preučevali antagonizem med manj sorodnimi (non-kin) sevi in skušali razviti metodo, ki bo 
omogočila sledenje interakcij med sevi na nivoju posamezne celice.  
 
Cilji magistrske naloge so bili: 
- razviti metodo, ki nam bo omogočala raziskave bakterijskih odzivov in interakcije 
med sevi na nivoju posamezne celice. 
- preverjanje vpliva sorodnosti in celične gostote na interakcije med sevi B. subtilis z 
različno stopnjo sorodnosti.  
 
V magistrski nalogi smo postavili dve delovni hipotezi: 
- med sevi z manjšo stopnjo sorodnosti (non-kin) bomo opazili antagonistične 
odnose, ki bodo sprožili lizo pri celicah napadenega seva, ne pa pri napadalcu.  
- pojav antagonizma bo odvisen od stopnje razvoja kolonije.   
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE VRSTE Bacillus subtilis  
2.1.1 Modelni organizem za G+  
 
Bakterije vrste B. subtilis poleg ostalih predstavnikov rodu Bacillus in Clostridium 
uvrščamo med po Gramu pozitivne bakterije, ki tvorijo spore. Filogenetsko jih uvrščamo v 
deblo firmikutov, med predstavnike po Gramu pozitivnih bakterij z nizko vsebnostjo GC 
(gvanin- citozin) baznih parov (Hogg, 2013). Dolgo so te bakterije veljale za obligatne 
aerobe, po analizi genoma pa se je izkazalo, da imajo potencial za anaerobno rast, pri 
čemer nitrat nadomesti kisik kot končni akceptor elektronov. B. subtilis je široko 
prilagojena bakterijska vrsta, ki jo najdemo v številnih vodnih in kopenskih okoljih, v 
prebavnem traktu živali, pogosto pa tudi v asociaciji z rastlinskimi koreninami (prisotnost 
v rizosferi). Tvorba zelo odpornih endospor omogoča tem bakterijam preživetje ob velikem 
pritisku okolja, ko je dostopnih hranil zelo malo ali jih celo ni, poleg tega jim omogoča 
tudi prenos na druga območja s pomočjo vetra, ki lahko spore prenese na velike razdalje 
(Earl in sod., 2008). Predvidevalo se je, da jim je ta lastnost omogočila le preživetje oz. 
prehod prebavnega trakta živali, v zadnjem času pa se je izkazalo, da imajo vlogo 
(delovanje kot probitotik) pri ohranjanju primerne mikrobiote in naj bi proizvajale nekatere 
komponente, ki pripomorejo k izboljšanju zdravja (Earl in sod., 2008; Elshaghabee in sod., 
2017). Pri tem celice v organizem vstopajo v obliki spor, nato pri potovanju skozi prebavni 
trakt v primernem okolju preidejo v vegetativno obliko, rastejo in nato ob spremembi 
pogojev zopet sporulirajo in zapustijo sistem (Tam in sod., 2006).   
 
Pomembna ekološka lastnost za to vrsto je tudi tvorba biofilmov, kar se kaže v visoki 
ohranjenosti za to potrebnih genov. Posamezne bakterije v okolju le redko najdemo, 
ponavadi so v večcelični skupnosti (Earl in sod., 2008). Znotraj slednje se tvorijo 
fenotipsko različne subpopulacije (manjše skupine) celic, ki imajo specifične naloge: 
produkcija zunajceličnih encimov, sporulacija, produkcija zunajceličnega matriksa za 
tvorbo biofilma, privzem proste DNA iz okolja (kompetenca) (López in sod., 2009). 
Naravna kompetenca je ena od značilnosti B. subtilis, ki jim omogoča privzem in 
integracijo zunajcelične DNA v svoj genom. Del celične populacije postane kompetenten 
šele pri dovolj visoki celični gostoti, kar nakazuje, da so celice bolj prilagojene na privzem 
DNA lastne vrste (Earl in sod., 2008; Blokesch, 2016). Zaznavanje kvoruma oz. dovoljšnje 
celične gostote je pomemben mehanizem, ki uravnava medcelično komunikacijo. Je 
sistem, ki regulira izražanje genov zgodnje stacionarne faze in nadzoruje mnoge sisteme, ki 
so odvisni od celične gostote. Tako je na primer uravnavana sinteza antibiotikov, 
baktericinov in protimikrobnih peptidov pa tudi preklapljanje med kompetentnimi in 
sporulirajočimi celicami (Kleerebezem, 2004).  
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2.1.2 Socialne interakcije B. subtilis 
 
Znano je, da se bakterije, čeprav enocelični organizmi, združujejo v večcelične združbe, 
kar jim lahko omogoči boljše preživetje in s tem ohranjanje vrste. Mikrobne združbe 
sestavljajo različne vrste; a tudi znotraj ene vrste zaradi mutacij, horizontalnega prenosa 
genov in selekcije zaznamo diverziteto genotipov (sevov) in tako je mogoče iz majhnih 
volumnov tal (mm razdalje) izolirati različne seve Bacillus subtilis, ki kažejo polimorfizem 
na nivoju medceličnega komuniciranja (Stefanic in Mandić-Mulec, 2009; Dogsa in sod., 
2014) in ekotipov (Stefanic in sod., 2012). Bakterije opredelimo kot socialna bitja, ker 
vstopajo v kooperativne in kompetitivne odnose (Wall, 2016; Kalamara in sod., 2018). 
Medcelično sodelovanje (kooperacija) je v veliki meri odvisno od produkcije t. i. javnih 
dobrin, ki jihcelice izločajo v okolje. Med javne dobrine štejemo zunajcelični matriks, 
eksoproteaze, surfaktin. Kooperacija zanimivo socialno vedenje tudi z evolucijskega 
stališča, saj je občutljiva na izkoriščanje s strani goljufov. To dilemo je prvi razvozlal 
Hamilton. ki pravi, da je kooperativno vedenje evolucijsko stabilno, če je usmerjeno proti 
sorodnikom (Hamilton, 1964), kar predstavlja tudi sposobnost posameznikov, da 
razlikujejo med bližnjimi in daljnimi sorodniki. Če so bakterije sposobne kooperativnega 
vedenja, so verjetno sposobne tudi prepoznavanja oziroma razlikovanja sorodnikov in 
posledično različnega vedenja proti manj ali bolj sorodnim sevom. To socialno vedenje 
poimenujemo sorodstvena diskriminacija, ki se lahko odraža kot anatgonizem napram 
manj sorodnim sevom oziroma sodelovanje z bližnjimi sorodniki (Wall, 2016).     
2.1.3 Odnosi med bakterijami vrste B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti  
 
Tudi bakterije vrste B. subtilis so zmožne sorodstvene diskriminacije (oz. sorodstvenega 
razlikovanja), ki je sposobnost organizma, da usmerja vedenje glede na drug osebek/ 
skupino osebkov glede na njihovo sorodnost (Stefanic in sod., 2015). Bakterijsko vedenje 
lahko kategoriziramo kot specifično ali generalno. Pri slednjem gre za prepoznavanje 
prisotnosti oziroma odsotnosti enega tipa receptorjev - kadar obe celici producirata signal 
pride do prepoznavanja, če pa ga le ena, pride do diskriminacije. Pri specifičnem 
prepoznavanju so ključni polimorfni receptorji, pri čemer ima pomembno vlogo afiniteta 
vezave, ki omogoča tako prepoznavanje prisotnosti ali odsotnosti receptorja kot tudi 
različne tipe receptorjev. Specifičnost prepoznavanja je omejena s kemijsko diverziteto 
vključenih molekul in se povečuje z naraščanjem raznolikosti (Wall, 2016).    
 
Sorodstvenemu razlikovanju med sevi B. subtilis med rojenjem po mehkem agarju je 
podobno skupinsko gibanje, ki ga opazimo pri kolonizaciji korenin Arabidopsis thaliana 
(Stefanic in sod., 2015). Filogenetsko visoko sorodni sevi tvorijo skupen roj, medtem ko 
ostajajo manj sorodni sevi med rojenjem fizično ločeni (Slika 1) (Stefanic in sod., 2015; 
Štampar, 2016). Izkazalo se je, da se sevi z manj kot 99,5 % identičnostjo v štirih genskih 
lokusih (gyrA, rpoB, dnaJ recA) B. subtilis ne prepoznajo kot sorodni (Stefanic in sod., 
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2015). Predvideva se, da filogenetsko visoko sorodni sevi med rojenjem vstopajo v 
pozitivne interakcije (sodelujejo), kar jim omogoča večjo uspešnost, manj sorodni sevi pa 
takšnega sodelovanja ne kažejo. Odnos med non-kin sevi je prej sovražne narave, ob 
srečanju dveh rojev se sproža stresni odziv pri vsaj enem od sevov (Lyons in sod., 2016). 
Objavljeni rezultati tudi kažejo, da so za pojav razmejevanja med non-kin sevi odgovorni 
geni, ki nosijo zapis za antagonistične dejavnike (npr. antibiotiki, toksini).  
 
Pri bakteriji B. subtilis je sistem, ki omogoča razlikovanje med sevi kombiniran iz več 
faktorjev, zato pravimo, da je diskriminacija B. subtilis kombinatorne narave. Geni, ki so 
jih identificirali kot pomembne za sorodstveno diskriminacijo, kodirajo od celičnega stika 
odvisne sisteme inhibicije rasti (wapAI), lokus ki kodira zunacelični poisaharid Eps, 
komponente celične stene, antibiotike regulatorne proteine. Do teh spoznanj so prišli z 
opazovanjem interakcije sevov z različnimi mutacijami v teh genih, ki so izgubili 
sposobnost združevanja v skupni roj s starševskim sevom (Lyons in sod., 2016). Da bi 
vizualizirali dogajanje na ploščah so celice označili s fluorescentnimi označevalci in jih 
pogledali pod stereomikroskopom (Slika 1C). Raziskave so pokazale, da so na mejni liniji 
celice poškodovane (propustne za propidijev jodid) (Lyons in sod., 2016) in da običajno en 
sev napade drugega (Lyons in Kolter, 2017). 
 
  
Slika 1: Heterogenost fenotipov rojev bakterijskih sevov B. subtilis na stiku (A, B) in fluorescentna 
vizualizacija stika (C) (Stefanic in sod., 2015).  
 
Pojav linij pri bakteriji B. subtilis na stiku non-kin sevov so na osnovi raziskav pri bakteriji 
Proteus mirabilis pripisali celični smrti na stiku rojev (Alteri in sod., 2013), vendar so 
zadnje raziskave na tej bakteriji pokazale, da je pojav razmejevanja med sevi lahko tudi 
posledica sistema, ki ne sproži nujno celične smrti (Tipping in Gibbs, 2019). Da gre tudi 
pri bakteriji B. subtilis za celično smrt, so preverili z barvanjem celic na stiku rojev s 
propidijevim jodidom, ki obarva mrtve celice. Ugotovili so, da je koncentracija z barvilom 
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obarvanih celic na stiku dveh non-kin sevov mnogo večja kot pri stiku dveh kin sevov 
(Lyons in sod., 2016). Dosedanje raziskave so se ukvarjale predvsem s preučevanjem 
interakcij na nivoju kolonij, torej že definiranih večceličnih struktur, znotraj katerih pride 
do delitve dela in socialnih interakcij, ki so značilne za organizirane združbe. Manjkajo pa 
nam informacije o dogajanju na nivoju posamezne celice. Zato smo se želeli v našem 
raziskovanju osredotočiti predvsem na slednje in razviti metodo, ki bi nam omogočila nov 




Mikroskopija nam omogoča vpogled v svet mikrobov, ki ga lahko sicer na makroskopski 
skali opazujemo le, ko njihovo število doseže dovolj visoko vrednost, ali pa opazujemo 
posledice njihovega delovanja. Z uporabo mikroskopa lahko nivo opazovanja privedemo 
na nivo posamezne celice ali celo dlje. Prva odkritja na tem področju segajo v 17. stoletje, 
ko so znanstveniki kot sta Galileo Gallilei in Cornelis Drabbel, začeli uporabljati leče in 
zrcala za opazovanje zelo majhnih predmetov (Huerta, 2003; Rosenthal, 1996). Za 
začetnika mikroskopije in očeta mikrobiologije velja Antonie van Leeuwenhoek, ki je 
okrog leta 1670 razvil prve različice naprave, ki je omogočila do 275-kratno povečavo 
opazovanega objekta (Ford, 1992). Šlo je za prve različice svetlobnega mikroskopa, s 
katerimi je nato opazoval okolje okrog sebe in med drugim prvi odkril predstavnike 
protistov, bakterije, vakuole znotraj celic in vzorce mišičnih vlaken (Pommerville, 2013). 
Danes poznamo tri glavne vrste mikroskopije: optična, elektronska in vrstično tipalna, v 
zadnjih letih pa se uveljavlja še mikroskopija z X-žarki (Goldstein in sod., 2018; Wayne, 
2014).  
 
2.2.1 Fluorescentna mikroskopija 
 
Zanimanje za fluorescenco se je začelo pojavljati v 16. stoletju, ko je Nicolo Monardes 
opazil, da rastlina, ki jo sicer uporabljajo za zdravljenje ledvičnih bolezni v določenih 
pogojih emitira svetlobo. 1664 je Robert Boyle opazil, da dodatek kisline nekaterim 
ekstraktom zmanjša fluorescenco, medtem ko jo dodatek bazičnih spojin povrne; slednje je 
bilo osnova za opazovanje fizioloških značilnosti živih celic na osnovi pH. Pomemben 
vpliv na razvoj v smeri fluorescentne mikroskopije je imel tudi Issac Newton, ki je okrog 
leta 1730 pokazal, da barva predmeta ni odvisna le od objekta ampak tudi od svetlobe, ki 
ga obseva. David Brewster je uspel z alkoholno ekstrakcijo iz rastlin pridobiti klorofil in 
ugotovil, da slednji oddaja rdečo svetlobo ob presevanju z usmerjenim curkom sončne 
svetlobe (1833). John Herschel je leta 1845 ugotovil, da raztopina kinin sulfata, ki je sicer 
brezbarvna in prosojna tekočina oddaja modro svetlobo pri pravi osvetlitvi. Njegovo delo 
je nadaljeval George Gabriel Stokes, ki je med leti 1852 in 1854 ponovil Herschlov poskus 
in ga nadgradil s poskusi z optično prizmo. Pri tem je opazil, da ima emitirana svetloba 
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vedno daljšo valovno dolžino kot tista, s katero obsevamo objekt. Ker je slednje opazil tudi 
pri mineralu fluoritu, je fenomen poimenoval fluorescenca. Po odkritelju je bil nato zakon 
poimenovan Stokesov zakon oz. premik in predstavlja razliko med valovno dolžino vpadne 
in emitirane svetlobe. S fizikalno razlago fluorescence so se v nadaljnjih 150 letih ukvarjali 
mnogi znanstveniki, med njimi James Clerk Maxwell, Heinrich Herz, Wilhelm Wien, Max 
Planck, John William Strutt Rayleigh, James Jeans, Albert Einstein, Louis de Broglie in 
Satyendra Nath Bose. Njihovo raziskovanje je pripeljalo do razlage Stokesovega pojava in 
osnove za fluorescentno mikroskopijo: ko elektron doseže najnižji vibracijski ali rotacijski 
nivo ekscitiranega stanja, se lahko v osnovno energijsko stanje vrne le tako, da odda foton 
(proces, znan kot fluorescenca), kar traja 10-8 s. Ker se del osnovne sevalne energije 
pretvori v kinetično, je valovna dolžina emitiranega fotona večja od tiste, ki jo ima 
absorbirani foton (Wayne, 2014).  
 
Prvi fluorescentni mikroskop sta leta 1911 osnovala Otto Heimstädt in Heinrich Lehmann, 
njuno delo je hitro nadaljeval še Stanislaus Von Prowazek, ki je prikazal vezavo barvil na 
žive celice s pomočjo te tehnike mikroskopije. Pomembno stopnjo v razvoju tehnike je 
predstavljalo še delo Alberta Coon-a in sodelavcev v letu 1942, ki velja za začetnika 
imunofluorescenčne tehnike (Kasten, 1989). Naslednjo prelomnico na področju 
fluorescentne tehnike je predstavljalo odkritje zelenega fluorescentnega proteina v 
meduzah (1960), ki so ga le trideset let kasneje uspešno izrazili v živih organizmih 
(Shimomura in sod., 1962; Chalfie in sod., 1994).  
 
Fluorescentna mikroskopija temelji na opazovanju objekta, ki emitira svetlobo daljše 
valovne dolžine od tiste, ki ga obseva, kar se zgodi v nanosekundi. Z uporabo primernih 
filtrov lahko popolnoma odstranimo ekscitacijsko svetlobo in tako vidimo samo objekte, ki 
fluorescirajo, ponavadi na temnem ozadju. Objekte, ki sami po sebi ne fluorescirajo lahko 
obarvamo s fluorofori, ki so molekule, katerih struktura jim daje fluorescentne lastnosti. 
Največkrat imajo takšne molekule v svoji strukturi dovolj visok delež konjugiranih dvojnih 
vezi, pogosto v cikličnih strukturah (aromatske molekule). Takšne molekule so 
najprimernejše za fluorescentno mikroskopijo, saj lahko fluorescenco vzbudimo že z 
obsevanjem s fotoni relativno nizke energije v vidnem spektru svetlobe (Lichtman in 
Conchello, 2005).  
 
2.2.2 Konfokalna in diferencialno- interferenčna svetlobna mikroskopija (DIC) 
mikroskopija  
 
Pri DIC tehniki za vizualizacijo objektov uporabljamo svetlobne gradiente in fazne 
premike valovanja. S primernim kontrastom in resolucijo lahko na ta način opazujemo žive 
celice. DIC mikroskop sestavljajo polarizator, analizator in Nomarski prizmi in ga 
uporabljamo za mikroskopijo v svetlobnem polju. Vzorec osvetljuje svetloba, ki prehaja 
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skozi polarizacijski filter med virom svetlobe in kondenzorjem. Nomarska prizma 
polarizirano svetlobo razdeli v žarke, ki nato osvetlijo preparat. Na preparatu se intenziteta, 
faza in smer valovanja teh žarkov spremeni, ker pride do disperzije in loma svetlobe. Pri 
ponovnem prehodu Nomarske prizme in analizatorja nad preparatom se žarki zopet 
združijo, obenem pa pride do polarizacije motnje valovanja kar zaznamo kot jakost 
osvetljenosti, ki se razlikuje glede na optično gostoto ozadja. Z metodo DIC lahko tako 
opazujemo neobarvane in relativno debele preparate, rezultat pa je visoka ločljivost 
struktur (Wayne, 2014).  
 
 
Slika 2: Mikroskop, ki smo ga uporabili za opazovanje celic.   
 
Pri konfokalni mikroskopiji naenkrat osvetlimo le eno točko v ravnini, kjer opazujemo 
vzorec medtem ko je pri klasičnem optičnem mikroskopu osvetljen cel preparat. Izvorno 
svetlobo omejimo z zaslonko, s pomočjo leče pa curek svetlobe usmerimo na primerno 
mesto v vzorcu. Zrcalno temu je nato postavljena naslednja leča, ki oddano svetlobo 
usmeri proti kameri oz. sprejemniku. Med njima je še ena zaslonka, ki prestreže svetlobo, 
ki je bila oddana v drugih ravninah preparata, kar omogoči nastanek ostrejše slike. Točko, 
kjer usmerjena vpadna svetloba zadene imenujemo gorišče. Slednje se mora pokriti z 
goriščem oddane svetlobe glede na sprejemnik signala na nasprotni strani. Prav s 
sovpadanjem gorišč dosežemo najboljšo ostrino opazovanega vzorca. Za kar najboljšo 
ločljivost je konfokalni mikroskop pogosto kombiniran s fluorescentnim. V tem primeru so 
svetlobni poti še dva barvna filtra in polprepustno zrcalo. Prvi barvi filter se nahaja za lečo, 
ki usmeri vpadno svetlobo proti polprepustnemu zrcalu. Slednje odbije svetlobo, ki smo jo 
izbrali za vzbujanje fluorescentnih označevalcev proti vzorcu. Svetloba, ki jo oddajo 
fluorescentno označene komponente v celici, nato prehaja preko polprepustnega zrcala 
skozi drugi barvni filter in lečo, ki jo usmeri skozi drugo zaslonko do sprejemnika- kamere. 
Oba barvna filtra pomagata omejiti svetlobo na valovne dolžine, ki jih želimo opazovati, s 
čimer dodatno izboljšamo kontrast (Wilhelm, 2018; Soliman, 2016; Wayne, 2014).  
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Slika 3: Shema konfokalnega mikroskopa, na kateri je prikazan tok svetlobe in njegovi glavni sestavni deli 
(povzeto po Toomre in sod., 2019).  
 
 
Slika 4: Shema svetlobne poti konfokalnega mikroskopa (povzeto po Soliman, 2016).  
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2.2.3 Mikroskopija na nivoju posamezne celice  
 
O mikroskopiji na nivoju celice največkrat govorimo, ko gre za človeške oziroma živalske 
celice. Opazovanje bakterij je bilo še do nedavnega bilo usmerjeno v opazovanje in analizo 
kolonij in biofilmov ali interakcij bakterij z drugimi (večceličnimi) organizmi. V zadnjih 
letih se kaže vedno večje zanimanje za opazovanje posameznih mikrobnih celic in njihovih 
interakcij pri višjih resolucijah in v realnem času. Z razvojem mikroskopskih tehnik in 
napredkom na nivoju laserskih in detekcijskih tehnik je prišlo do skokovitega razvoja 
opazovanja in raziskovanja mikrobnih celic znotraj kolonije ali biofilma ter na nivoju 
posamezne celice. Še posebej konfokalna in multifotonska mikroskopija omogočata 
opazovanje na mikrometrskem nivoju ali celo na manjših skalah (Soliman, 2016). Za 
opazovanje mikrobnih celic pod mikroskopom moramo vzpostaviti sistem, ki omogoča kar 
najboljšo ohranitev fiziologije celic, ki jo lahko spremljamo skozi čas. V ta namen 
največkrat uporabljamo agarske ali agarozne blokce, kjer so celice omejene na določen 
prostor, saj jim okolje omejuje aktivno plavanje, zato lahko sledimo delitev posamezne 
celice v času. Celice lahko rastejo več ur, dokler ne porabijo dostopnih hranil (Endesfelder, 
2019).  
 
Kot polimer za pripravo blokcev se omenjata tako agar in agaroza, pri čemer je slednja bolj 
primerna, predvsem kadar želimo s fluorescenco slediti fluorescenčno obarvanim 
subceličnim strukturam. Komponente agarja namreč prispevajo delež avtofluorecsence, kar 
lahko nekoliko omeji ločljivost opazovanja (Skinner in sod., 2013; Young in sod., 2011). 
Poleg primernega gojišča moramo celicam zagotoviti še primerno temperaturo za rast, kar 
najpogosteje storimo z ogrevano komoro, ki je fiksirana na objektni mizici in vzdržuje 
stalno temperaturo okrog vzorca (Endesfelder, 2019). Analiza pridobljenih podatkov je 
prepuščena posamezniku in programski opremi, ki mu je na voljo, nekateri laboratoriji pa 
razvijajo lastne algoritme, ki takšno delo olajšajo in avtomatizirajo (Skinner in sod., 2013; 
Young in sod., 2011).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Analitska tehtnica Mettler Toledo, ZDA 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Digestorij Waldner, Nemčija 
Filtri s premerom por 0,22 μm in 0,45 µm VWR International, ZDA 
Hladilnik Beko, Turčija  
Injekcijske brizge CHIRANA T.Injecta, Slovaška  
Invertni mikroskop Axio Observer Z1 Zeiss, Nemčija 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet) ESCO, ZDA 
Magnetno mešalo (Rotamix 550 MMH) Tehtnica, Slovenija 
Mikrocentrifuga (5424) Eppendorf, Nemčija 
Mikrocentrifugirke (1,5 mL) Brand, Nemčija 
Nanodrop Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Nastavki za pipete Sarstedt, Nemčija 
Petrijevke s steklenim dnom (35 mm Confocal Dish) VWR International, ZDA 
Petrijeve plošče Golias Labortehnika, Slovenija 
pH-meter (Inolab) WTW, Nemčija 
Sistem za uravnavanje temperature in dovajanje 
vlage (TempModule S) 
Zeiss, Nemčija 
Spektrofotometer (Spectroquant® Prove 100)  Merck, Nemčija  
Sterilne plastične cepilne zanke Golias Labortehnika, Slovenija 
Sterilni skalpeli  Medicon, Nemčija 
Stresalnik (eden pri 37 in eden v lab3) Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica  Shinko Denshi Co., Japonska 
Termoblok Golias Labortehnika, Slovenija 
Vibracijsko mešalo (Wizard IR Infrafed Vortex 
Mixer) 
Velp Scientifica, ZDA 
Vodna kopel  Julabo, Nemčija 
Zamrzovalna omara -80 °C Thermo Scientific, ZDA 
Zamrzovalna skrinja -20 °C Gorenje, Slovenija 
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3.1.2 Kemikalije  
 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalije Proizvajalec 
Agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Ampicilin  Sigma-Aldrich, ZDA 
CaCl2 x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
EDTA  Sigma-Aldrich, ZDA 
Etanol  Sigma-Aldrich, ZDA 
Fenol Kemika, Hrvaška 
FeSO4 x 7H2O Merck, Nemčija 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA 
Izoamilalkohol Merck, Nemčija 
Kanamicin (C18H36N4O11 x H2SO4) Sigma-Aldrich, ZDA 
Kazeinski hidrolizat Sigma-Aldrich, ZDA 
KCl Fluka, St. Gallen, Švica 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloroform Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Sigma-Aldrich, ZDA 
LB  Sigma-Aldrich, ZDA 
LB agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Lizocim 50 mg/mL Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 Merck, Nemčija 
MgSO4 x 7H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MnSO4 x 4 H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Na-citrat x 2H2O  Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl  Sigma-Aldrich, ZDA 
(NH4)2SO4 Merck, Nemčija 
Proteinaza K  Sigma-Aldrich, ZDA 
RNaza 10 mg/mL Sigma-Aldrich, ZDA 
Spektinomicin (C16H24N2O7 x 2HCl x 5 H2O) Alfa Aesar, Nemčija 
SDS Fluka, St. Gallen, Švica 
Tris-HCL Fluka, St. Gallen, Švica 
 
3.1.3 Bakterijski sevi  
 
Bakterijski sevi, ki smo jih uporabili pri izvedbi poskusov, zajetih v magistrski nalogi, so 
navedeni v Preglednici 3. Oznaki comK in sigW predstavljata gena, ki smo ju uporabili kot 
poročevalna, saj sta oba povezana s stresnim odzivom celice, kar smo želeli preveriti 
tekom metode. sigW je gen, ki kodira sigma faktor RNA polimeraze in je povezan z 
odzivom na membranski stres comK pa kodira kompetenčni transktipcijski faktor.  
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Bacillus subtilis PS-216 PS-216 wt 
Stefanic in Mandic 
Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-196 PS-196 wt  
Stefanic in Mandic 
Mulec, 2009 
Bacillus subtilis PS-13 YFP 
(BM1336)  
PS-13 YFP amyE::p43-YFP (Sp) Štefanič neobjavljeno  




comK-YFP (Cm) Štefanič neobjavljeno 




comK-CFP (Kn) Štefanič neobjavljeno 





Štefanič in Belcijan 
neobjavljeno 










mKate (Cm) Kraigher neobjavljeno 










comK-CFP(Kn) Štefanič neobjavljeno 










50 % glukoza (w/V)  
50 g glukoze smo zatehtali v steklenico in dopolnili z dH2O do 100 mL. Raztopino smo 
nato ob segrevanju mešali na magnetnem mešalu, dokler ni bila glukoza povsem 
raztopljena in avtoklavirali.  
 
10 % kvasni ekstrakt (w/V) 
10 g kvasnega ekstrakta smo zatehtali v steklenico in dopolnili z dH2O do 100 mL. 
Raztopino smo nato mešali na magnetnem mešalu, dokler ni bil kvasni ekstrakt povsem 
raztopljen in avtoklavirali. 
 
2 % kazeinski hidrolizat (w/V) 
20 g kazeinskega hidrolizata smo zatehtali v steklenico in dopolnili z dH2O do 100 mL. 
Raztopino smo nato mešali na magnetnem mešalu, dokler ni bil kazeinski hidrolizat 
povsem raztopljen, in avtoklavirali.   
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20 % glicerol (m/m) 
10 g 100 % glicerola smo zatehtali v steklenico in dopolnili z dH2O do 50 g. 
 
Fiziološka raztopina 
0,9 g NaCl smo zatehtali v steklenico in dopolnili z dH2O do 100 mL. 
 
Raztopina 1 x SS brez Mg 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
6 g KH2PO4 
14 g K2HPO4 
2 g (NH4)2SO4 
1 g Na-citrat x 2H2O  
 
Pripravljene raztopine glukoze, kvasnega ekstrakta, kazeinskega hidrolizata in glicerola 
smo avtoklavirali pri 110 °C, raztopini fiziološke raztopine in raztopine 1 x SS brez Mg pa 
pri 121 °C. 
  
TES pufer  
10 mM  Tris-HCl (7,6) 
1 mM   EDTA 




Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
10 g  tripton 
5 g  kvasni ekstrakt 
5 g  NaCl 
 
Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C. 
 
Trdno gojišče Luria-Bertani (LB) 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
10 g  tripton 
5 g  kvasni ekstrakt 
5 g  NaCl 
7 g  agar (za 0,7 % agar) ali 
10 g  agar (za 1 % agar) ali  
15g  agar (za 1,5 % agar)    
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Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali 121 °C in po ohlajanju na 50 °C dodali še primerne 
antibiotike. 
 
Trdno gojišče Luria-Bertani (25 %) 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
2,5 g  tripton 
1,25 g  kvasni ekstrakt 
1,25 g  NaCl 
7 g  agar (za 0,7 % agar) ali 
10 g  agar (za 1 % agar) 
 
Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C in po ohlajanju na 50 °C dodali še 
primerne antibiotike. 
 
Spizizen minimalni medij z glukozo (0,5 % glukoze, 1 % glukoze) (SMM) 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
6 g KH2PO4 
14 g K2HPO4 
2 g (NH4)2SO4 
1 g Na-citrat x 2H2O  
0,2 g MgSO4 x 7H2O 
5 g glukoza (za 0,5 % glukozo) ali 
10 g glukoza (za 1 % glukozo) 
10 g  agar (za 1 % agar) ali 
15g  agar (za 1,5 % agar)    
 
B medij brez dodanih aminokislin 
V 1000 mL dH2O smo dodali naslednje komponente: 
6,06 g  Tris-HCl 
1,98 g   (NH4)2SO4 
6,61 g   MgSO4 x 7H2O  
2,01 g   KCl 
2,06 g   Na citrat x 2H2O  
0,29 g   CaCl2 x 2H2O   
0,28 mg  FeSO4 x 7H2O  
2,23 mg MnSO4 x 4H2O  
0,08 g   KH2PO4 
0,2 g   glukoza 
0,7 g  agar 
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Gojišče za kompetenco (CM) 
Sestavine gojišča smo dodali predhodno avtoklavirani raztopini 1 x SS brez Mg  
5 mL   glukoza (50 %) 
5 mL   kvasni ekstrakt (10 %) 
5 mL   kazeinski hidrolizat (2 %) 
1,25 mL  MgCl2 (1M)  
 
1 x SS brez Mg do 500 mL 
 
Raztopine, ki smo jih dodali v gojišče so bile predhodno avtoklavirane, zato smo jih dodali 
sterilno in ponovno avtoklaviranje ni bilo potrebno.  
 
3.1.6 Antibiotiki  
 
Za pripravo antibiotikov smo upoštevali koncentracije, ki so navedene v Preglednici 3. 
Raztopine ampicilina, kanamicina in spektinomicina smo filtrirali skozi sterilni filter s 
premerom por 0,22 μm v sterilne mikrocentrifugirke. Ker je raztopina kloramfenikola 
pripravljena z etanolom, je ni treba filtrirati. Antibiotike smo shranili pri -20 °C.  
 
Preglednica 4: Uporabljeni antibiotiki.   





Ampicilin Amp  50 mg/mL 100 μg/mL Destilirana voda 
Kanamicin  Kn  50 mg/mL 20 μg/mL Destilirana voda 
Kloramfenikol  Cm 10 mg/mL 5 μg/mL Etanol 
Spektinomicin  Sp  50 mg/mL 100 μg/mL Destilirana voda 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Izbira in priprava sevov 
 
Da smo lahko hkrati spremljali seve z različno stopnjo sorodnosti smo iz zbirke na katedri 
izbrali seve z vstavljenimi fluorescentnimi označevalci: rumen fluorescentni protein (YFP), 
moder fluorescentni protein (CFP) in rdeč fluorescentni protein (mKate). Ker smo želeli 
spremljati tako stresni odziv kot rast, so bili označevalci vezani na različne gene ali pa so 
se izražali pod konstitutivnim promotorjem (označeno v Preglednici 3). Pri izvedbi 
poskusov smo uporabili že obstoječe seve iz zbirke na katedri, s transformacijo pa smo 
pripravili tudi nov sev PS-216 sigW-YFP comK-CFP, s katerim smo želeli preveriti 
hkratno izražanje različnih poročevalcev. V ta namen smo izolirali kromosomsko DNA iz 
seva PS-216 comK-CFP (Kn) in jo s homologno rekombinacijo vnesli v obstoječ sev PS-
216 sigW-YFP (Sp).  
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3.2.1.1  Izolacija kromosomske DNA 
 
Izbrane seve Bacillus subtilis smo nacepili v tekoče gojišče LB, nato smo gojišču dodali 
ustrezne antibiotike ter jih inkubirali preko noč pri 37 °C. Naslednji dan smo 1 % 
prekonočne kulture precepili v sveže gojišče LB z dodano glukozo do končne 
koncentracije 1 %, s čimer smo preprečili sporulacijo. Seve smo gojili s stresanjem pri 37 
°C približno 5 ur do zgodnje stacionarne faze. Nato smo 1,5 mL kulture prenesli v 
mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min. pri 16000 x g. Supernatant smo odstranili in 
dodali 1,5 mL kulture ter ponovno centrifugirali, s čimer smo dosegli skupni volumen (3 
mL), iz katerega smo izolirali DNA. Po centrifugiranju smo s pipeto previdno odstranili 
supernatant in celice resuspendirali v 300 μL TES pufra (1/10 volumna, iz katerega 
izoliramo DNA). Nato smo dodali 6 μL lizocima koncentracije 50 mg/mL (do končne 
koncentracije 1mg/mL) in 1 μL ribonukleaze »RNase A« koncentracije 20 mg/mL (do 
končne koncentracije 60 μg/mL) ter inkubirali 30 min. pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali 
33 μL 10% raztopine SDS (do 1 % končne koncentracije) in Proteinazo K koncentracije 20 
mg/mL (do končne koncentracije 120 μL/mL) . Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 
noč pri 50 °C. Naslednji dan smo v digestoriju mešanici dodali 200 μL fenola, suspenzijo 
rahlo potresli in centrifugirali 10 min. pri 16000 x g. Po centrifugiranju smo s prilagojenim 
nastavkom za pipeto zgornjo fazo, ki vsebuje TES in kromosomsko DNA, prenesli v novo 
mikrocentrifugirko, ji dodali 200 μL mešanice kloroforma in izoamilnega alkohola 
(mešanica je bila pripravljena v razmerju 24 : 1) in centrifugirali 10 min. pri 16000 x g. 
Zgornjo fazo smo ponovno prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna 
hladnega 96% etanola, (-20 °C). S počasnim obračanjem mikrocentrifugirke smo pospešili 
obarjanje DNA. Nato smo nekaj sekund centrifugirali pri 16000 x g, odstranili supernatant 
in dodali 500 μL hladnega etanola (70%) ter inkubirali na ledu 15 min. Po inkubaciji smo 
tako pripravljeno suspenzijo centrifugirali nekaj sekund pri 16000 x g in postopek 
ponovili, da smo odstranili celoten supernatant. Mikrocentrifugirko smo sušili ob ognju, 
nato pa DNA raztopili v 100 μL sterilne destilirane vode in jo shranili pri 4 °C.  
3.2.1.2  Transformacija sevov B. subtilis z rekombninantno DNA 
Sev B. subtilis PS-216 sigW-YFP smo gojili preko noči v 3 mL gojišča LB z dodanim 
antibiotikom s stresanjem pri 37 °C. Naslednji dan smo 1 % prekonočne kulture dodali v 
10 mL svežega kompetenčnega gojišča (CM) in inkubirali v erlenmajericah s pritaljeno 
epruveto v vodni kopeli pri 37 °C s stresanjem 200 vrt./min. Z merjenjem optične gostote 
pri 650 nm (OD650) vsakih 30 min smo spremljali rast bakterij. Približno dve uri po vstopu 
v stacionarno fazo rasti naj bi bila dosežena najvišja stopnja kompetence (T2), kar je 
primerno za dodatek rekombinantne DNA. Do vstopa v stacionarno fazo pride po približno 
4 h inkubacije. V točki T2 smo v sterilne epruvete prenesli 0,5 mL kulture, ji dodali 20 μL 
kromosomske DNA (koncentracija katere je bila približno 50 ng/ μL). Mešanico smo s 
stresanjem inkubirali 30 min pri temperaturi 37 °C. Nato smo dodali 0,5 mL svežega 
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predogretega gojišča LB (37 °C) in inkubirali s stresanjem pri 37 °C še 60 min. 
Transformacijsko in kontrolno mešanico (kultura brez dodane DNA) smo nanesli na 
agarsko gojišče LB z dodanim antibiotikom za selekcijo. Transformacijsko mešanico smo 
nanesli po 10 μL in 100 μL, preostanek (780 μL) mešanice smo centrifugirali pri 10000 x g 
5 min, odlili supernatant, resuspendirali v 100 μL preostalega gojišča in nanesli na agarsko 
gojišče LB z antibiotikom. Negativno kontrolno mešanico smo nanesli na plošče po 100 
μL. Plošče smo inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo preverili 
rast in uspešno transformirane kolonije precepili do posameznih kolonij za shranjevanje.  
3.2.2 Gojenje bakterij B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti   
 
Tekom optimizacije metode smo za gojenje bakterij B. subtilis z različno stopnjo 
sorodnosti preverjali različne pristope, ki so prikazani na spodnji shemi (Slika 5). Za 
gojenje celic v prekonočni kulturi smo uporabili gojišči LB in SMM medij z dodano 
glukozo (1 %). V obeh primerih smo dodali ustrezne antibiotike glede na uporabljen 
bakterijski sev. Bakterije smo v prekonočni kulturi gojili do OD650=1,5-2 a.u.. Za gojenje 
med opazovanjem pod mikroskopom smo uporabili tri vrste gojišč v desetih različicah 
(Preglednica 5). Seve smo gojili v vlažni komori pri različnih temperaturah in v različnih 
časovnih intervalih (Preglednica 6). Faza 1 se nanaša na čas tekom razvoja metode, ko smo 
izbirali najprimernejša gojišča in pogoje, medtem ko je bilo slednje v fazi 2 že izbrano in 
smo preverjali, ali bo še potrebna prekonočna inkubacija na blokcih. Prekonočna 
inkubacija se nanaša na inkubacijo že nacepljenih blockev pred opazovanjem pod 
mikroskopom, dodatna inkubacija pa na temperature, pri katerih smo inkubirali seve med 
opazovanjem.  
 
Preglednica 5: Gojišča, ki smo jih uporabili pri optimizaciji metode.  
Vrsta gojišča Koncentracija agarja Dodatki 
Luria-Bertani (LB) - 100 % 0,7 % / 
1 % / 
1,5 % / 
Luria-Bertani (LB) – 25 % 0,7 % / 
1 % / 
Spizizen Minimal Medium (SMM) 1 % Glukoza: 0,5 %; 1 % 
1,5 % Glukoza: 0,5 %; 1 % 
B-medij 0,7 % / 
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Slika 5: Shematski prikaz poteka eksperimenta. 
 
Preglednica 6: Pregled temperatur, ki smo jih preverjali med optimizacijo metode.  
Faza razvoja poskusa Prekonočna inkubacija Dodatna inkubacija 
Faza 1 Sobna T / 
28 °C 
37 °C 
28 °C / 
37 °C / 
Faza 2 Sobna T 37 °C 
/ 37 °C 
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3.2.3 Priprava vzorcev in agarskih blokcev  
 
Za pripravo blokcev smo gojišče razlili v sterilne petrijevke in jih pustili v laminariju, da 
so se strdile. Prekonočne kulture izbranih sevov smo dvakrat sprali s fiziološko raztopino, 
da smo odstranili ostanke gojišča, ki bi lahko bili moteči pri opazovanju. Tako pripravljene 
vzorce smo nato redčili desetkratno, stokratno in tisočkratno, do OD650=0,01 a.u.. Po 0,5 
μL vsakega od vzorcev smo nato nanesli na pripravljeno gojišče (shema priprave vzorcev 
je prikazana na Sliki 6). Na spodnji strani petrijevke smo označili mesta, kamor smo nato 
nanesli vzorce, jih pustili približno 10 min, da so se vpili/posušili, in nato izrezali s 
sterilnim skalpelom. Blokce v velikosti pribl. 1 x 1 cm smo nato prenesli v petrijevke s 
steklenim dnom, tako da je bila nacepljena stran blokca v stiku s steklenim dnom 
petrijevke. Pri opazovanju pod mikroskopom so bile petrijevke pokrite s pokrovčkom, ne 
pa zatesnjene.  
 
  
Slika 6: Shematski prikaz optimizirane metode za sledenje interakcije bakterij s fluorescentno mikroskopijo 
na nivoju celice.  
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3.2.4 Fluorescentna mikroskopija in fotografiranje s časovnim zamikom  
 
Za opazovanje rasti in interakcije sevov na nivoju celice smo uporabili flourescečni 
mikroskop Zeiss Axio Observer Z1 s komoro, ki vzdržuje stalno temperaturo, in 
motorizirano mizico. Temperaturo komore smo nastavili na 37 °C. Izbrali smo primerne 
lokacije, kjer smo videli posamezne celice, in s fluorescenco preverili, da gre za celice 
različnih sevov. V programu, ki upravlja z mikroskopom, smo nato izbrali protokol, ki je 
omogočal avtomatsko fotografiranje na izbranih lokacijah tako z diferencialno 
interferenčnim kontrastom (DIC) kot z izbranimi fluorescentnimi filtri. Filtre smo izbrali 
glede na fluorescentne označevalce v uporabljenih sevih. Nastavitve, ki smo jih uporabili 
pri opazovanju pod mikroskopom, so navedene v Preglednici 7. Za opazovanje smo lahko 
izbirali med 600-kratno ali 1000-kratno povečavo, pri čemer je slednja vključevala 
uporabo imerzijskega olja. Pri 600-kratni povečavi smo uporabili objektiv 63 x/0,75 Korr 
Ph 2 M27, pri 1000- kratni pa 100 x/1,4 Oil DIC M27. 
 
Časovni razmik, ki smo ga izbrali za fotografiranje, je bil 10 min. Fotografirati smo začeli 
približno uro po začetku inkubacije na 37 °C. Celokupni čas inkubacije je bil odvisen od 
vzorca oz. izbranih sevov, največkrat pa je opazovanje interakcije trajalo med 6 h in 9 h. 
Da smo preverili stanje po 24 h, smo opazovane vzorce pustili v komori s stalno 
temperaturo pod mikroskopom in vzorce spet preverili in fotografirali naslednji dan.  
  












DIC / / 6,00  / 1 x 
mKate 538-562 570-640 / 300 1 x 
CFP 426-446 460-500 / 300 1 x 
YFP 488-512 520-550 / 300 1 x 
 
3.2.4.1  Obdelava fotografij, pridobljenih pri mikroskopiranju  
3.2.4.1.1 Izdelava posnetkov z združenimi barvnimi kanali 
 
Pridobljene fotografije smo obdelali v programu Fiji (Fiji je program ImageJ, verzija 2.00), 
kjer smo za vsako časovno točko najprej združili fotografije narejene z DIC metodo, in 
tiste s fluorescentnimi filtri, nato smo zaporedje združenih fotografij strnili še v časovni niz 
za vsako lokacijo posebej. Tako nastale posnetke smo nato shranili v obliki, ki je združljiva 
z večino operacijskih sistemov, za kar smo izbrali format “avi“.  
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3.2.4.1.2 Obdelava nizov fotografij za določanje generacijskega časa  
 
Podatke in fotografije, ki smo jih pridobili pri fotografiranju v časovnem zaporedju smo 
tudi v tem primeru obdelali v programu Fiji. V tem primeru smo za obdelavo izbrali tiste 
nize fotografij, ki so prikazovali samo fluorescentno označene celice. Tako smo v 
programu odprli združeno datoteko v formatu .tif, ki smo jo želeli obdelati. Nato smo v 
meniju Image izbrali podmeni Color, v katerem smo nato izbrali ukaz Split Channels. 
Odvisno od načina v katerem smo fotografirali pod mikroskopom smo video razdelili v tri 
ali štiri podposnetke, vsak za svoj barvni kanal. Odprte smo pustili tiste, ki so bili primerni 
za obdelavo, torej tiste, ki prikazujejo fluorescentno obarvane celice. V naslednji stopnji 
izberemo meni Image in znotraj njega podmeni Adjust, v katerem izberemo ukaz Treshold. 
S tem odstranimo čim večji delež ozadja, da ostane obarvan samo tisti del, kjer so celice. V 
naslednjem koraku izberemo meni Analyze, ukaz Analyze Particles, v katerem izberemo 
minimalno velikost delcev, ki jih bo program prepoznal kot enoto. V tem meniju izberemo 
tudi prikaz za izpis podatkov, tako da odkljukamo Display Results in Summarize. Podatke, 
ki smo jih tako dobili, shranimo v Excel tabelo za nadaljnjo obdelavo.  
 
Za lažjo predstavo je potek predstavljen v videu, ki je dostopen na povezavi:  
https://www.youtube.com/watch?v=39KiZ5xW67A&t=2s.   
 
Za določanje generacijskega časa in hitrosti rasti smo uporabili enačbi:  
µ =  
(log 𝑋2−log 𝑋1)
0,301∗𝑡




𝑡𝑔𝑒𝑛 =  
1
µ
                  ...(2),
      
v katerih µ predstavlja konstanto hitrosti rasti, X2 je delež (%) zasedene površine po 
določenem času, ki smo ga pridobili z analizo v programu Fiji, X1 predstavlja zasedenost 
površine na začetku eksponentne rasti, t je čas rasti oz. inkubacije med X1 in X2, tgen je 
generacijski čas seva v izbranih pogojih in 0,301 logaritemski pretvornik. Enačbi sta 
povzeti po Danevčič in Mandić Mulec (2007).  
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4 REZULTATI  
 
Kot cilj magistrske naloge smo si zadali razviti metodo, ki nam bi omogočala raziskave 
bakterijskih odzivov in interakcije med sevi na nivoju celice. Poleg tega smo želeli z 
razvito metodo preveriti ali stopnja sorodnosti in gostota celic vplivata na interakcije med 
sevi B. subtilis.  
 
4.1 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA METODE  
4.1.1 Izbira gojišč za pripravo agarskih blokcev 
 
Prvo stopnjo v razvoju metode je predstavljala izbira gojišča, ki bi hkrati omogočalo 
gojenje sevov bakterije B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti, opazovanje bakterijskih 
celic pod invertnim fluorescenčnim mikroskopom in bi bilo primeren medij za izrezovanje 
blokcev. V ta namen smo preveril gojišča LB, SMM in B-medij z različnimi 
koncentracijami agarja ter (v primeru SMM) glukoze (Preglednica 5). Preden smo se lotili 
izrezovanja oziroma priprave blokcev, smo preverili rast izbranih sevov na teh gojiščih. 
Ugotovili smo, da na vseh preverjenih gojiščih bakterije v prekonočni inkubaciji na 37 °C 
tvorijo kolonije, zato smo se lahko za vsa izbrana gojišča lotili nadaljnjega preverjanja rasti 
pri drugačnih gojitvenih pogojih. Najprej smo preizkusili rast sevov na standardnem Luria-
Bertani (LB) gojišču z različno koncentracijo agarja (1 % in 1,5 %). Opazili smo, da sevi 
rastejo mnogo prehitro kar je bilo za opazovanje na nivoju posamezne celice neprimerno, 
ker so celice na tej stopnji poskusa prehitro tvorile večslojne kolonije (Sliki 7 in 8).  
 
 
Slika 7: Seva PS-196 sacA::p43-YFP in PS-216 amyE::p43-CFP na 1 % LB agarju, pred inkubacijo (A) in po 
20 h inkubacije na sobni temperaturi (B). 
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Slika 8: Seva PS-196 sacA::p43-YFP in PS-216 amyE::p43-CFP na 1,5 % LB agarju, pred inkubacijo (A) in 
po 20 h inkubacije na sobni temperaturi (B). 
 
Naslednje gojišče, ki smo ga preverili, je bil Spizizen minimalni medij (SMM) z dodano 
glukozo. Začeli smo z dodatkom 0,5 % glukoze in opazili, da je rast zelo počasna, po 20 h 
inkubacije na sobni temperaturi je bila gostota celic v zraslih mikrokolonijah zelo nizka 




Slika 9: Seva PS-196 sacA::p43-YFP in PS-216 amyE::p43-CFP na 1 % SMM agarju z 0,5 % glukoze, pred 
inkubacijo (A) in po 20 h inkubacije na sobni temperaturi (B). 
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Ugotovili smo, da se rast sevov izboljša, če seve po 20 h premestimo na 37 °C in jih 
gojimo še 1,5 ure (Slika 10), kar bi lahko pomenilo, da je gojišče med bolj primernimi za 
nadaljnjo optimizacijo. Opazili smo tudi, da so bile celice seva PS-196 po podaljšani 
inkubaciji drugačne oblike kot celice seva PS-216. 
 
 
Slika 10: Seva PS-196 sacA::p43-YFP in PS-216 amyE::p43-CFP na 1 % SMM agarju z 0,5 % glukoze, 
dodatna inkubacija- 1,5 h, 37 °C.  
 
V naslednjem poskusu smo preverili SMM medij z dodanim 1 % glukoze, kar je bistveno 
izboljšalo rast, so pa celice hitro začele rasti v več plasteh, česar nismo želeli. V obeh 
primerih smo nacepljene seve dodatno inkubirali na 37 °C. Pri gojišču z 0,5 % glukoze 
smo v nekaterih primerih opazili spremembo morfologije celic, kar bi lahko pripisali 
odzivu na pomanjkanje hranil v gojišču (vidno na Slikah 10A in 10B, z rumenim 
fluorescentnim proteinom označene celice se morfološko razlikujejo od ostalih, čeprav so 
bile ob nacepitvi morfološko zelo primerljive - vidno na Sliki 9A). 
 
Ko smo rast preverili na gojišču z 1 % glukoze takšnih sprememb nismo opazili, prav tako 
takšne spremembe na gojišču z manj glukoze, niso bile stalnica. Pri uporabi gojišča 
SMM+1 % glc smo po 5 h dodatne inkubacije na 37 °C opazili mikrokolonije, ki so kazale 
potencial za opazovanje interakcije v tem časovnem okviru (Slika 11).  
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Slika 11: Seva PS-196 mKate (rdeče) in PS-216 comK-CFP (modro) na 1 % SMM agarju z 1 % glukoze, 
prekonočna inkubacija na sobni T in 5 h na 37 °C. 
 
Slika 11A je izsek iz posnetka, ki je dostopen na povezavi: 
https://www.youtube.com/watch?v=CAdCL1YZIX4.  
 
Na posnetku lahko vidimo rast obeh kolonij dokler ne pride do stika med njima. Ko pride 
do stika med njima, ni opaznega antagonizma, koloniji še vedno rasteta druga ob drugi. 
Celice se ne mešajo, razločna je linija stika, na kateri v času opazovanja ni znakov, da bi 
eden od sevov prevladoval ali negativno vplival na drugega. Na podlagi do zdaj znanih 
podatkov bi pričakovali, da bo linija na stiku med kolonijama brez celic oz. da bodo 
slednje zaradi tekmovanja med sevoma rasle slabše ali že vstopile apoptozo. Takšno linijo 
opazimo na nivoju makro kolonij (Slika 12).   
 
Tudi pri SMM mediju z dodano glukozo smo preverili vpliv različne koncentracije agarja  
(1 % in 1,5 %) in ugotovili, da je primernejši 1 %. Pri slednjem je bilo nekoliko manj 
vpliva ozadja, ni pa bilo bistvene razlike pri izrezovanju blokcev, zato smo se odločili za 
uporabo 1 % agarja. Preverili smo še B-medij z 0,2 % glukoze in 0,7 % agarja, ki pa se je 
zaradi konsistence gojišča izkazal za težavnega pri izrezovanju blokcev, nismo pa opazili 
izboljšanja rezultatov, ki bi se kazali kot boljša rast ali kot spremembe celic zaradi 
interakcije.  
 
Za gojenje celic v prekonočni kulturi smo uporabili tako LB gojišče kot SMM medij z 
dodano glukozo (1 %), katerima so bili dodani primerni antibiotiki glede na uporabljen 
bakterijski sev, in ugotovili, da gojišče, v katerem je pripravljena prekonočna kultura, nima 
bistvenega vpliva na nadaljnji potek poskusa.  
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Na podlagi teh ugotovitev smo za nadaljnje poskuse optimizacije metode, pri kateri smo 
blokce preko noči inkubirali na sobni temperaturi, izbrali gojišče SMM+1 % glc. Z 
namenom časovne optimizacije smo v naslednji fazi preizkusili še eno variacijo LB agarja, 
ki je omogočila opazovanje interakcij brez prekonočne inkubacije sevov na blokcih na 
sobni temperaturi. Slednja se je na koncu izkazala za najprimernejšo, tako s časovnega 
vidika, zahtevnosti izvedbe kot porabe materiala. V tem primeru smo prekonočno kulturo 
nacepili direktno na 25 % LB z dodanim 1 % agarja in opazovali rast celic pod 
mikroskopom. Preverili smo tudi 0,7 % agar, kar je optimalna koncentracija za opazovanje 
rojenja, ki je tesno povezano z opazovanjem interakcije med sevi B. subtilis z različno 
stopnjo sorodnosti. Za opazovanje pod mikroskopom se je za primernejšega izkazal 1 % 
agar, pri 0,7 % so bakterije namreč zelo hitro začele rasti v višino (plastenje). Preverili smo 
rojenje na 1 % agarju in ugotovili, da so v opazovanih pogojih bakterije rojile tudi pri 
višjem deležu agarja v gojišču (Sliki 12 in 13). 
 
  
Slika 12: Interakcija sevov B. subtilis PS-216 comK-CFP in PS-196 mKate na 0,25 % LB z 1 % agarja. 
Plošče so bile inkubirane v vlažni komori (80 % vlažnosti) pri 37 °C.  
 
PS-196 PS-216 
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Slika 13: Interakcija sevov B. subtilis PS-216 comK-CFP, PS-196 mKate in PS-13 YFP na 0,25 % LB z 1 % 
agarja. Plošče so bile inkubirane v vlažni komori (80 % vlažnosti) pri 37 °C.  
Za vsa uporabljena gojišča smo preverili tudi, kako bakterije rastejo, če jih nacepimo na 
ploščo in inkubiramo v vlažni komori pri 37 °C preko noči. V vseh primerih so bakterije 
zrasle, po pričakovanjih je bila rast najboljša pri gojišču LB, nekoliko slabša pa pri SMM 
in B-mediju ter pri 25 % LB, kar je najverjetneje posledica manjše količine hranil, ki so pri 
teh gojiščih na voljo.  
4.1.2 Optimizacija količine in koncentracije nanesenega vzorca 
 
Hkrati z izbiro gojišč smo preverili tudi, katera količina in koncentracija nacepljenih sevov 
je najprimernejša za izvedbo poskusa. Na osnovi dosedanjih raziskav na tem področju smo 
se odločili, da preizkusimo dva volumna: 0,5 L vsakega seva in 1 L vsakega seva 
(celokupni volumen vzorcev je bil tako 1 L v prvem in 2 L v drugem primeru). 
Prekonočne kulture izbranih sevov smo dvakrat sprali s fiziološko raztopino, da smo 
odstranili ostanke gojišča, ki bi lahko bili moteči pri opazovanju. Tako pripravljene vzorce 
smo nato redčili desetkratno, stokratno in tisočkratno, ter jih nacepili na agarske blokce, 
preverili pa smo tudi neredčeno kulturo. Izkazalo se je, da je najprimernejši volumen 2 x 
0,5 L, medtem ko je najustreznejša redčitev tisočkratna (ki ustreza OD650 = 0,01 a.u.). 
Ugotovili smo sicer, da lahko uporabimo tudi stokratno redčitev, a je tam gostota celic 
večja, kar nekoliko oteži iskanje primernega mesta za opazovanje interakcije.  
 
Odvisno od cilja opazovanja sevov sta tako za opazovanje primerni obe redčitvi. Ker smo 
želeli v naših poskusih začeti s čim manjšo količino celic (cca. 10 celic) na vidnem polju, 
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najdemo posamezne celice različnih sevov na primerni razdalji za opazovanje v času, 
hkrati pa je gostota dovolj nizka, da se lahko omejimo na le nekaj celic v vidnem polju.  
4.1.3 Priprava agarskih blokcev za gojenje in inokulacija vzorcev na pripravljene 
blokce  
 
Z izbranim gojiščem in koncentracijo celic ter količino vzorca smo se nato lotili izbire 
priprave blokcev in načina nanosa vzorca. Prvi poskus je predlagal, da najprej izrežemo 
agarske blokce in nato nanje nacepimo vzorec. Izkazalo se je, da je bolje z blokcem čim 
manj manipulirati, saj je njihova struktura krhka in se hitro poškodujejo ali zlomijo. V 
naslednji fazi smo zato vzorce najprej nacepili, pustili, da se posušijo in jih nato izrezali ter 
prenesli v petrijevko s steklenim dnom, ki je primerna za opazovanje s konfokalnim 
mikroskopom. Da bi zmanjšali manipulacijo z blokcem smo preverili tudi ali je mogoče 
vzorce nanesti direktno na stekelce petrijevke in nato preliti z gojiščem. Ugotovili smo, da 
ta metoda ni primerna, saj bakterije v času inkubacije, ko smo pri ostalih metodah dobili 
zadovoljive rezultate, niso zrasle oziroma je bila njihova rast zelo omejena.  
 
Za inokulacijo vzorca sta bili možni dve tehniki. Pri prvi smo vsak vzorec posebej nanesli 
na isto mesto na blokcu, pri drugi pa smo vzorca zmešali že v mikrocentrifugirki in nato 
nacepili končni volumen. V tem primeru so bili rezultati primerljivi, zato smo lahko 
sklepali, da sta oba načina mešanja sevov primerna za opazovanje interakcije.  
 
Preverili smo tudi kakšni so rezultati, če oba vzorca nacepimo ločeno, na razdalji <5 m. 
Ugotovili smo, da je v tem primeru koncentracija celic v času, ki je potreben, da se seva 
dovolj namnožita in pride do stika, že prevelika, da bi lahko opazovali posamezne celice.   
 
4.1.4 Izbira primerne temperature za gojenje in opazovanje celic pod mikroskopom  
 
Za izbiro primerne temperature in časa inkubacije smo preverili mnogo različic. V prvi fazi 
smo preverili, kako bakterije zrastejo pri prekonočni inkubaciji po nacepitvi na blokce. Ta 
čas smo predvidevali, da bo potreben, da se prilagodijo na gojišče. To je še posebej v 
primeru, ko smo uporabili SMM medij z dodano glukozo. Nacepljene blokce inkubirali v 
vlažni komori pri sobni temperaturi, pri 28 °C in 37 °C približno 20 ur. Tako pri 28 °C kot 
pri 37 °C smo opazili, da so bili po inkubaciji blokci skoraj povsem preraščeni, s tem pa 
gostota celic mnogo prevelika za opazovanje. Pri prekonočni inkubaciji na sobni 
temperaturi pa rasti sicer nismo opazili, celice pa so bile žive in so normalno rasle po 
nadaljnji inkubaciji. Po prekonočni inkubaciji na sobni temperaturi smo vzorce nato 
prestavili na 28 °C in 37 °C za nadaljnjo inkubacijo. V obeh primerih so celice zrasle, a je 
bila pri 28 °C rast opazno počasnejša. Rast smo pod mikroskopom preverjali po 1,5 h, 3 h 
in 5 h. Večinoma smo rast opazili šele po 3-5 h inkubacije na 37 °C.  
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Po tem času smo lahko celice opazovali pod mikroskopom in spremljali njihovo rast ter 
interakcije. Na tej fazi še nismo uporabljali modula za uravnavanje stalne temperature na 
mikroskopu, zato so bile celice v času opazovanja pod mikroskopom na sobni temperaturi, 
ki se je v prostoru gibala med 21 °C in 25 °C. V naslednji fazi smo uporabili gojitveno 
komoro, kompatibilno z mikroskopom, kar je pomenilo, da vzorca ni bilo več potrebno 
prestavljati izpod mikroskopa v rastno komoro na 37 °C, ampak smo to temperaturo 
vzdrževali ves čas opazovanja in inkubacije. Rast smo tako lahko spremljali konstantno, 
kar je omogočilo boljšo preglednost rezultatov, saj smo lahko z nastavitvami mikroskopa v 
vsaki časovni točki poiskali določeno mesto v preparatu.  
 
Ko smo začeli uporabljati 25 % LB smo hitro ugotovili, da prekonočna inkubacija 
(prilagoditvena faza) na blokcih ni več potrebna in smo lahko vzorec opazovali takoj po 
nacepitvi iz primerno redčene prekonočne kulture. Izkazalo se je, da bakterije že približno 
po uri do uri in pol na 37 °C začnejo z delitvijo in jih lahko spremljamo od posamezne 
celice do kolonije.  
4.1.5 Preverjanje t.i. metode logaritemske faze  
 
Da bi skrajšali čas trajanja poskusa smo v prvi fazi optimizacije preverili še t. i. metodo 
logaritemske faze (“log phase”). Pri slednji smo namesto iz prekonočne kulture celice 
nacepili iz kulture, za katero smo na podlagi znanih podatkov sklepali, da je v logaritemski 
fazi rasti. V ta namen smo iz pripravili 2 % inokulum prekonočne kulture v SMM mediju z 
dodano glukozo in ga inkubirali s stresanjem na 37 °C do optične gostote OD650= 0,2 a.u.. 
Nato smo celice pripravili po enakem postopku kot pri prvotni metodi (spiranje s 
fiziološko raztopino, redčenje, inokulacija na blokce). Tudi tu smo preverili različne 
inkubacijske čase in temperature. Preverili smo kombinacijo inkubacije na sobni 
temperaturi preko noči in 3 h na 37 °C, kot pri prvotni metodi. Naslednja je bila 
temperatura 28 °C, pri čemer smo rast preverili vsake tri ure (3 časovne točke). Preverili 
smo tudi inkubacijo pri 37 °C, kjer smo rast opazovali vsako uro (7 časovnih točk). Kot 
bolj uspešna za nadaljnje opazovanje (in izdelavo filma) se je izkazala klasična metoda, v 
obeh primerih (preko noči na sobni T in preko noči na 28 °C) je bila rast po inkubaciji na 
37 °C boljša kot pri metodi logaritemske faze. Za boljšo predstavo sta obe tehniki priprave 
preparatov predstavljeni na shemi (Slika 14).  
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Slika 14: Shema priprave preparatov po obeh uporabljenih metodah.  
 
4.1.6 Izbrana metoda priprave in inkubacije vzorcev za optimalno sledenje 
bakterijskih interakcij pod mikroskopom 
 
Ko smo preverili vse različice metod, inkubacij in gojišč, smo ugotovili, da se je kot 
najprimernejša izkazala zadnja preverjena metoda (Slika 5, faza 2). Gojišče, ki smo ga 
uporabili za blokce pri tej metodi, je 25 % LB z 0,7 % ali 1 % agarjem. Izbrane seve smo 
gojili 16-18 h v tekočem LB gojišču z dodanimi antibiotiki s stresanjem pri temperaturi 
37 °C. Po prekonočni inkubaciji smo 1 mL prekonočne kulture prenesli v 
mikrocentrifugirko in dvakrat sprali s fiziološko raztopino, da smo odstranili ostanke 
gojišča. Vzorec smo nato redčili 100 x, do OD650 = 0,01 a.u.. Po 0,5L vsake kulture smo 
nanesli na agarsko gojišče pripravljeno za izrezovanje blokcev. Ko se je tekočina vzorca 
vpila v agar, smo izrezali blokce in jih prenesli v petrijevko s steklenim dnom, pri čemer je 
bila stran z nanesenim vzorcem v stiku s stekelcem. Tako je bil vzorec pripravljen za 
opazovanje pod konfokalnim mikroskopom. Shema poskusa je prikazana na Sliki 6.  
 
Za opazovanje pod mikroskopom smo pripravili komoro, ki vzdržuje stalno temperaturo  
37 °C. Na mikroskopu smo nato izbrali program, ki avtomatsko posname fotografijo v 
izbranih časovnih intervalih. Kot najprimernejše se je izkazalo opazovanje po 1 h 
inkubacije s fotografiranjem vsakih 10 min. Celokupni čas inkubacije je bil odvisen od 
vzorca oz. izbranih sevov, največkrat pa se je gibal med 6 h in 9 h.  Sliki 15 in 16 
prikazujeta izseke filmov, posnetih z zadnjo metodo, kjer lahko najbolje vidimo 
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posamezne celice po različnem času inkubacije. Na stopnji kjer še lahko opazujemo celice 
s to metodo, torej slednje niso v preveliki količini, nismo opazili pojava antagonističnih 
odnosov, ki bi se kazali v upočasnjeni rasti sevov z manjšo sorodnostjo (non-kin sevi) ali 
celo njihovem odmiranju, vendar živosti celic nismo preverjali. Kot kontrolo smo na tej 
točki preverili tudi seve z veliko stopnjo sorodnosti (kin sevi) in opazili, da so rezultati 
podobni, torej ni vidnih sprememb v rasti pred stikom in ob stiku celic obeh sevov. 
 
 
Slika 15: Interakcija PS-196 mKate in PS-216 sigW-YFP comK-CFP na 25 % LB 1 % agar. 7 h, 37 °C. 
 
 
Slika 16: Interakcija PS-196 mKate in PS-216 comK-CFP na 25 % LB 1 % agar (2). 5 h, 37 °C. 
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4.1.7 Opazovanje interakcij s fluorescentno in DIC mikroskopijo 
 
Pri optimizaciji opazovanja celic pod mikroskopom smo uporabili več pristopov. Preverjali 
smo tako uporabo laserske tehnike za zajem slike in vzbujanje fluorescence kot uporabo 
barvnih filtrov ter živosrebrne žarnice in DIC. Boljše rezultate smo dobili z uporabo 
barvnih filtrov in živosrebrne žarnice, zato smo večino poskusov izvajali s to metodo. S 
programom Zen smo na mikroskopu določili točke, v katerih smo želeli spremljati rast in 
interakcijo sevov B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti. Določili smo koordinate in 
izbrali časovni interval, v katerem naj mikroskop posname fotografije. V ta namen smo 
preverili več kombinacij, kot najprimernejše pa se je izkazala izbira med 10 in 15 lokacij 
na preparatu, ki so bile fotografirane vsakih 10 min. Preverili smo tudi fotografiranje 
vsakih 5 min. Krajši časovni interval je pomenil kopičenje velikega števila datotek in 
zajemanja prostora na disku, ni pa prikazal mnogo boljšega vpogleda v dogajanje. Preverili 
smo tudi daljše časovne intervale (20 in 30 min), vendar se je v teh primerih izkazalo, da 
so preskoki med posameznimi časovnimi točkami preveliki in bi lahko izgubili kakšen 
ključen moment v interakciji. Za izbiro lokacije se je kot najprimernejše izkazalo ročno 
izbiranje, saj smo lahko na ta način sproti preverili ali gre pri izbranih celicah res za 
različne seve, kar smo lahko preverili s pomočjo fluorescence. Zato smo v poskusu vedno 
uporabljali vsaj en sev, ki je imel vstavljen fluorescentni protein pod konstitutivnim 
promotorjem.  
 
Pri izbiri povečave za opazovanje smo preverili vse možnosti, ki so omogočale vpogled na 
nivoju posamezne celice. 10 x in 20 x povečava objektiva sta se izkazali kot uporabni 
predvsem v prvih fazah razvoja, ko smo preverjali rast na gojiščih, čas in temperaturo 
inkubacije. Za opazovanje interakcije in predvsem fotografiranje s časovnim zamikom pa 
smo raje uporabili 63 x in 100 x povečavo objektiva, kjer je bila ločljivost mnogo boljša in 
smo lahko celice spremljali od posamezne do kolonije.  
 
Sekvence fotografij, ki smo jih pridobili tako z DIC kot s fluorescentnimi filtri smo 
obdelali v programu Fiji. Za vsako časovno točko smo najprej združili fotografije, narejene 
z DIC metodo in tiste s fluorescentnimi filtri (Slika 17), nato smo zaporedje združenih 
fotografij strnili še v časovni niz za vsako lokacijo posebej. Tako nastale posnetke smo 
nato shranili v obliki, ki je združljiva z večino operacijskih sistemov, za kar smo izbrali 
format “avi“.   
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Slika 17: Prikaz posameznih plasti ene časovne točke pri izdelavi časovnega zaporedja fotografij. (A) DIC 
fotografija, (B) fotografija z rdečim fluorescentnim filtrom- prikazuje bakterije označene s fluorescentnim 
označevalcem mKate (v tem primeru PS-196 mKate) (C) fotografija z modrim fluorescentnim filtrom- 
prikazuje bakterije označene s fluorescentnim označevalcem CFP (v tem primeru PS-216 com K-CFP) (D) pa 
prikazuje prekrivanje vseh treh filtrov na eni sliki. Moder fluorescenčni protein se tu ni izražal, zato na slikah 
C in D ne vidimo modrih celic.  
 
4.2 OPAZOVANJE ANTAGONISTIČNIH ODNOSOV MED SEVI BAKTERIJE  
B. subtilis Z RAZLIČNO STOPNJO SORODNOSTI NA NIVOJU CELICE 
 
Tekom poskusov in opazovanja celic med rastjo in interakcijo nismo opazili indikacij, da 
na tej stopnji prihaja do antagonističnih odnosov med sevi z nižjo stopnjo sorodnosti (non-
kin sevi). V nekaterih redkih primerih smo opazili spremembo morfologije pri enem sevu 
(Slika 10). Ker smo ta pojav opazili na gojišču SMM z 0,5% glukoze smo lahko posumili, 
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da je sprememba posledica antagonizma med non-kin sevoma v pogojih s pomanjkanjem 
hranil. Kot kontrolo smo uporabljali tudi seve z višjo stopnjo sorodnosti (kin sevi), ki pri 
rojenju na plošči ne tvorijo linije, kot je ta opazna pri non-kin sevih. Tako na fotografijah 
kot na posnetkih, ki smo jih naredili iz posnetih fotografij, nismo opazili razlike med 
interakcijami kin in non-kin sevov. Preverjali smo tudi ali morda že na tej stopnji pride do 
izražanja kompetence ali stresnega odziva, kar smo želeli spremljati s fluorescentnimi 
poročevalci vezanimi na gene za kompetenco in stresnega odziva kot sta comK in sigW. V 
redkih primerih smo lahko opazili pojav fluorescence v določeni časovni točki pri enem od 
sevov (PS-216), ki je vidno napadal PS-196, vendar ti dogodki žal niso bili ponovljivi. 
Porazdelitev aktivnega comK-CFP je bila tako znotraj kolonije, kot ob stiku z drugim 
sevom, vendar so rezultati le kvalitativne narave (Slika 18). 
 
  
Slika 18 : Interakcija PS-196 mKate in PS-216 comK-CFP. Vidna je rdeča fluorescenca seva označenega z 
mKate in posamezne modro obarvane celice seva PS-216 comK-CFP na 1 % SMM agarju z 1 % glukoze, 
prekonočna inkubacija na sobni T in dodatna inkubacija: 5 h na 28 °C.  
 
4.2.1 Spremljanje rasti celic in primerjava generacijskega časa sevov bakterije B. 
subtilis z različno stopnjo sorodnosti  
 
S pomočjo posnetkov, ki smo jih pridobili pri opazovanju interakcije sevov B. subtilis z 
različno stopnjo sorodnosti smo lahko dobili tudi vpogled v hitrost rasti celic v pogojih, ki 
smo jih določili tekom poskusa. Preverili smo lahko tudi, kako oz. ali sploh stopnja 
sorodnosti med sevi vpliva na hitrost rasti oz. povečevanje biomase. Posnetki, ki smo jih 
uporabili za pridobitev podatkov za izračun generacijskega časa so bili narejeni po zadnji 
različici metode (Slika 5). Pridobljene fotografije smo združili v posnetke in jih obdelali s 
programom Fiji, kot je navedeno v poglavju 3.2.4.1.2.   
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Posnetki, ki smo jih uporabili v za pridobitev podatkov o generacijskem času so dostopni 
na povezavi:   
https://www.youtube.com/playlist?list=PLl59HliDRq1W4pU4Vw5z2L_m_muYvVYuN  
za primerjavo rasti ob hkratni nacepitvi dveh kin sevov (kontrola) in na: 
https://www.youtube.com/playlist?list=PLl59HliDRq1Wf372U-8_YwOOXpdBtm6rF   
https://www.youtube.com/playlist?list=PLl59HliDRq1WIfYlyBrFaRt1xFoxBFERF za 
primerjavo rast dveh non-kin sevov.  
 
Iz posnetkov smo lahko po obdelavi izračunali generacijski čas (primer je podan v 
Preglednici 8 in na Sliki 19) po enačbah 1 in 2. Za vsak posnetek smo prilagodili 
odsekovne vrednosti ozadja in pridobili okvirne vrednosti, ki so predstavljene v spodnjih 
preglednicah (Preglednici 9 in 10) in grafih (Slika 20).  
 
Preglednica 8: Podatki o deležu zasedenosti površine vidnega polja za sev PS-216 RFP, ki je bil nacepljen s 
kin sevom PS-13 YFP.   
Čas [min] Absolutna vrednost zasedenosti Delež zasedenosti [ %] 
0 5869 0,59 
10 7468 0,75 
20 9582 0,96 
30 12218 1,22 
40 15929 1,59 
50 20527 2,05 
60 26376 2,64 
70 33395 3,34 
80 40786 4,08 
90 50810 5,08 
100 63890 6,39 
110 75188 7,52 
120 80005 8,00 
130 93266 9,33 
140 108648 10,87 
150 124243 12,42 
160 138379 13,84 
170 151035 15,10 
180 159336 15,93 
190 162823 16,28 
200 171888 17,19 
210 176700 17,67 
220 179438 17,94 
230 182156 18,22 
240 180437 18,04 
250 185075 18,51 
260 185077 18,51 
Se nadaljuje … 
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… nadaljevanje Preglednice 8: Podatki o deležu zasedenosti površine vidnega polja za sev 
PS-216 RFP, ki je bil nacepljen s kin sevom PS-13 YFP. 
 
Čas [min] Absolutna vrednost zasedenosti Delež zasedenosti [ %] 
270 187117 18,71 
280 188823 18,88 
290 184631 18,46 
300 189306 18,93 
 
Rastne krivulje smo pridobili iz podatkov deleža zasedenosti vidnega polja, ki smo jih 
pridobili z računalniško obdelavo posnetkov s programskim orodjem Fiji (metoda 
3.2.4.1.2). Preglednica 8 in Slika 19 predstavljata reprezentativne podatke, ki so nam 
služili za izračun enega izmed generacijskih časov, ki so navedeni v Preglednicah 9 in 10.  
 
Na sliki 19A je predstavljena rastna krivulja seva PS-216 RPF, ki je bil nacepljen skupaj s 
kin sevom PS-13 YFP. Na sliki 19B pa je predstavljen izsek logaritmiranega grafa s slike 
19A, na območju kjer je hitrost rasti največja. Naklon premice na sliki 19B predstavlja 
generacijski čas, ki smo ga izračunali po enačbah 1 in 2. 
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Slika 19: Spreminjanje deleža zasedenosti površine vidnega polja s celicami seva PS-216 RPF tekom 
opazovalnega časa pod mikroskopom (A) in logaritmirana vrednost spreminjanja deleža zasedenosti vidnega 
polja v času najhitrejše rasti celic (B).  
 
Pri vzorcih, kjer smo hkrati nacepili dva kin seva (PS-13 YFP in PS-216 RFP), smo 
ugotovili, da je povprečen generacijski čas za sev PS-13 YFP (34 ± 5) min, povprečen 
generacijski čas za sev PS-216 RFP pa (30 ± 3) min (Preglednica 9).  
 
Z izračunom t vrednosti za parne vzorce smo ugotovili, da je pri hkratni nacepitvi kin 
sevov slednja znašala 4,19 s p-vrednostjo 0,006, kar pomeni, da lahko trdimo, da med 
izračunanimi generacijskimi časi za kin seva PS-13 YFP in PS-216 RFP v danem primeru 
obstaja statistično signifikantna razlika. Ker je povprečje razlik generacijskih časov 
pozitivno, v našem primeru to pomeni, da ima sev PS-216 RFP krajši generacijski čas.  
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Preglednica 9: Izračunan generacijski čas za kin seva PS-13 YFP in PS-216 RFP.  
Številka tehnične ponovitve na 
blokcu 
Izračunan generacijski čas [min] 
Razlika v tgen 
PS-13 YFP PS-216 RFP 
1 30,07 29,58 0,48 
2 25,90 27,75 - 1,85 
3 36,88 29,96 6,92 
4 38,77 36,28 2,49 
5 37,42 32,02 5,39 
6 39,78 30,39 9,39 
7 32,48 26,52 5,96 
Povprečje  34,47 30,36 4,11 
Standardna deviacija 4,7 2,9 3,63  
Relativna standrardna deviacija 14 % 10 %  
t vrednost   4,19 
p-vrednost    0,006 
 
 
V primeru non-kin interakcij smo imeli za primerjavo hitrosti rasti na voljo nekoliko več 
podatkov, saj smo poleg tehničnih ponovitev opravili tudi 2 biološki. V Preglednici 10 so 
navedeni podatki za dve biološki ponovitvi, katerih podatki so bili primerni za nadaljnjo 
obdelavo zaradi kvalitete preparatov in posnetkov. Ugotovili smo, da je bil povprečen 
generacijski čas za sev PS-196 mKate (43 ± 6) min v prvi in (54 ± 15) min v drugi 
ponovitvi. Povprečen generacijski čas za sev PS-216 sigW-YFP comK-CFP je bil (36 ± 11) 
min v prvi in (35 ± 6) min v drugi ponovitvi (Preglednica 10).  
 





Izračunan generacijski čas [min] 














1 34,98 56,22 18,70 47,58 16,27 8,64 
2 39,97 85,42 12,92 38,36 27,06 47,06 
3 46,71 41,14 29,30 33,59 17,41 7,56 
4 39,98 39,79 43,00 31,23 -3,02 8,56 
5 30,67 53,45 42,48 30,55 -11,81 22,90 
6 50,23 47,87 36,01 29,49 14,21 18,38 
7 47,82  42,66  5,16  
8 54,68 29,24 25,44 
9 46,27 53,67 -7,40 
10 39,05 38,02 1,03 
11 44,48 38,88 5,60 
Se nadaljuje … 
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… nadaljevanje Preglednice 10: Izračunan generacijski čas za non-kin seva PS-196 mKate 






Izračunan generacijski čas [min] 














12 40,04  43,19  -3,16  
Povprečje  42,91 53,98 35,67 35,13 7,23 18,85 
Standardna 
deviacija 




15 % 28 % 31 % 18 %   
t vrednost     2,05 3,34 
p-vrednost     0,065 0,021 
 
 
Z izračunom t vrednosti smo ugotovili, da je pri hkratni nacepitvi non-kin sevov slednja 
znašala 2,05 s p-vrednostjo 0,065 v prvi biološki ponovitvi in 3,34 s p-vrednostjo 0,021. 
To pomeni, da lahko, v drugi biološki ponovitvi trdimo, da med izračunanimi 
generacijskimi časi za non-kin seva PS-196 mKate in PS-216 sigW-YFP comK-CFP 
obstaja statistično signifikantna razlika, medtem ko v prvi biološki ponovitvi tega ne 
moremo trditi, saj je zanesljivostni faktor večji od 0,05 kot je določena odsekovna 
vrednost. Kljub temu, obe biološki ponovitvi nakazujeta, da je v našem primeru 
generacijski čas seva PS-216 sigW-YFP comK-CFP krajši kot pri sevu PS-196 mKate.  
 
Iz posksov pa ne mroemo sklepati, da interakcija med kin oziroma non-kin sevi vpliva na 
generacijski čas posameznega seva, saj statistično signifikantno razliko v generacijskem 
času opazimo tako v primeru hkratne nacepitve kin in non-kin sevov. Iz podatkov lahko 
razberemo, da je generacijski čas seva PS-216 sigW-YFP comK-CFP v kombinaciji s kin 
sevom bolj konsistenten (manjši raztros podatkov) medtem ko je v kombinaciji z non-kin v 
obeh bioloških ponovitvah s sevom PS-196 mKate opazili večjo razpršenost podatkov 
(Slika 20).  
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Slika 20: Prikaz razpršenosti podatkov generacijskega časa seva PS-216 RFP, ki je bil nacepljen hkrati s kin 
sevom PS-13 YFP (KIN) in seva (PS-216 sigW -YFP comK-CFP, ki je bil nacepljen z non-kin sevom PS-196 
mKate (NON-KIN). Vsaka izmed točk na grafu predstavlja tehnično ponovitev. Krogci pri NON-KIN 
predstavljajo prvo biološko ponovitev, kvadratki pa drugo biološko ponovitev.  
 
 
Razpršenost podatkov je bila torej večja pri interakciji med non-kin sevi kot pri kin sevih 
(Slika 20), kar potrjuje tudi relativna standardna deviacija, ki je v primeru generacijskega 
časa non-kin sevov v vseh primerih višja od relativne standardne deviacije pri 
genracijskem času kin sevov (Preglednici 9 in 10). Zato smo za dane podatke izračunali 
razliko v generacijskem času za vsak vzorec posebej- torej za posamezno tehnično 
ponovitev. Ugotovili smo, da je pri non-kin sevih opazna večja dinamičnost rasti, kar 
pomeni, da opazimo večje razlike med najkrajšim in najdaljšim generacijskim časov v 
interkaciji med non-kin sevi, medtem ko je pri kin sevih ta razlika manj očitna (Slika 21). 
V različnih tehničnih ponovitvah znotraj biološke ponovitve opazimo krajši generacijski 
čas enkrat pri sevu PS-216 sigW-YFP comK-CFP drugič pa pri sevu PS-196 mKate (Slika 
21). Ker smo generacijski čas računali na podlagi deleža zasedenosti površine vidnega 
polja, to v praksi pomeni, da smo v nekaterih primerih opazili prevlado rdeče obarvanega 
(PS-196) in v drugih prevlado rumeno obarvanega seva (PS-216).  
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Slika 21: Prikaz razpršenosti podatkov generacijskega časa kin sevov PS-216 RFP in PS-13 YFP (levo) in 
non-kin sevov PS-216 sigW -YFP comK-CFP in PS-196 mKate (desno). Puščici na obeh grafih prikazujeta 
razliko med najkrajšim in najdaljšim generacijskim časom znotraj posamezne biološke ponovitve.  
 
Iz podatkov, ki smo jih pridobili, ne moremo potrditi, da sev PS-216 sigW-YFP comK-CFP 
zavira hitrost rasti seva PS-196 mKate ali obratno, opazimo samo večje nihanje v deležu 
zasedenosti agarske površine oziroma generacijskemu času sevov. Opazili pa smo 
statistično signifikantno razliko v generacijskem času tako v primeru hkratne nacepitve kin 
kot non-kin sevov. Tako v primeru kombinacije kin kot non-kin sevov je hitreje rasel sev 
PS-216. Da bi preverili in potrdili, da hkratna nacepitev kin ali non-kin sevov vpliva na 
generacijski čas, bi bilo potrebno izvesti eksperiment, v katerem bi preverjali rast vsakega 
seva v kombinaciji s kin sevom oziroma s samim sabo. Zraven tega bi bilo potrebno 
povečati tudi še število bioloških ponovitev in preskusiti še druge kin ter non-kin 
kombinacije. Na podlagi teh rezultatov bi nato lahko sklepali, ali sev v kombinaciji z non-
kin sevom raste slabše kot v kombinaciji s kin sevom.   
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5.1 RAZVOJ METODE 
 
V nalogi smo se v največji meri osredotočili predvsem na razvoj metode, ki bi nam 
omogočila opazovanje rasti in interakcij bakterij z različno stopnjo sorodnosti na nivoju 
celice in njene izboljšave. Ker je to področje še precej slabo raziskano smo že v prvi fazi 
naleteli na pomanjkanje literature. V začetnih fazah smo se opirali na delo ameriških in 
angleških raziskovalcev, ki so se ukvarjali predvsem z opazovanjem ekspresije genov na 
nivoju celice s fluorescentno mikroskopijo, kar je najbližje našemu cilju. Skinner in sod. 
(2013) ter Young in sod. (2011) so v svojih raziskavah uporabljali agarozne blokce za 
opazovanje bakterij s fluorescentno mikroskopijo. Pri pripravi osnovnega protokola smo se 
odločili najprej preveriti metodo za pripravo blokcev, prilagojeno po tisti, ki so jo pri 
svojem delu uporabili Young in sod. (2011). Ti so pri svojem delu uporabili gojišče z 
dodanim 1,5 % (w/V) agaroze, blokce pa pripravili z metodo pri kateri so gojišče z 
raztopljeno agarozo odpipetirali na krovno stekelce ter ga prekrili z drugim krovnikom, da 
je bilo gojišče ujeto med njima, kar jim je omogočilo enakomerno debelino blokca. Ko je 
bila agaroza strjena so krovnik odstranili in iz nastalega kvadra izrezali manjše blokce, na 
katere so nato nacepili prekonočno kulturo, ki so jo želeli opazovati. V naših poskusih smo 
namesto agaroze uporabljali agar, kar je bilo bolj ekonomično, glede na začetne stopnje v 
razvoju metode. Prav tako nismo uporabili metode dveh krovnikov temveč smo 
avtoklavirano gojišče razlili direktno v sterilne petrijevke za enkratno uporabo. Ko je bilo 
gojišče povsem strjeno smo s sterilnim skalpelom iz njega izrezali blokce približne 
velikosti 1 x 1 cm. Podoben način priprave blokcev so uporabili tudi Skinner in sod. 
(2013), njihov pristop pa se je posebej razlikoval v nanosu vzorca. Skinner in sod. (2013) 
so vzorec namreč nanesli na objektno stekelce in ga nato prekrili s pripravljenim 
agaroznim blokcem, medtem ko so Young in sod. (2011) vzorec nanesli na agarozni 
blokec in potem vse skupaj prenesli na objektik za opazovanje pod mikroskopom.  
 
Pri našem raziskovanju smo preverili obe metodi in ugotovili, da so bili rezultati boljši v 
primeru, ko smo vzorce nacepili na blokce. Manjšo dodatno težavo je predstavljal 
mikroskop, ki smo ga imeli na voljo za opazovanje. V našem primeru smo namreč 
uporabljali invertni mikroskop, kar pomeni, da je vzorec osvetljen od zgoraj, medtem ko so 
objektivi pod vzorcem, torej opazujemo od spodaj navzgor. To je pomenilo, da smo morali 
agarske blokce z vzorci po izrezovanju obrniti na stekelce petrijevke, da je bil vzorec v 
direktnem stiku z dnom in je bila razdalja med vzorcem in objektivom čim manjša. V 
primeru, da bi vzorec nanesli na površino blokca in le-tega ne bi obrnili, bi morali pri 
opazovanju najprej premostiti debelino blokca, kar je bilo problematično predvsem v 
primeru, ko smo opazovali z objektivom z največjo povečavo, kjer smo uporabili tudi 
imerzijsko olje. To, da so bili vzorci prekriti z agarskim blokcem je pomenilo tudi večji 
gravitacijski pritisk, kar je pomenilo, da je bilo obdobje, ko so bakterije rasle v enem sloju 
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in niso rasle v višino, daljše kot bi bilo, če bi rasle na površini agarja. Pri opazovanju 
kakršnega smo izvajali je bilo pomembno, da so celice čim dlje ostale v eni sami ravnini, 
saj je rast v plasteh močno poslabšala ločljivost in uporabnost pridobljenih posnetkov.  
 
Pri izbiri gojišča smo se omejili na tri znana gojišča, ki so najpogosteje uporabljena pri 
študiju rasti in interakcij bakterij sevov B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti. Prvo je LB 
gojišče, ki ga uporablja večina raziskovalcev, Young in sod. (2011) so pri svojem delu 
uporabili SMM z dodano glukozo, Stefanic in sod. (2015) pa so za vizualizacijo 
sorodstvene diskriminacije uporabili B-medij. Na vseh treh gojiščih smo preverili rast pod 
različnimi pogoji, kot je opisano v poglavju Metode. Za izbrana gojišča smo preverili tudi 
različne koncentracije dodanega agarja in v primeru SMM-gojišča še različne 
koncentracije glukoze (Preglednica 5). Kot najbolj primerno se je najprej izkazalo gojišče 
SMM+1 % glc, s katerim smo naredili tudi največji delež poskusov.  
 
V zadnjih fazah izpopolnjevanja metode smo dobili nove informacije, ki smo jih lahko 
vključili v izboljšave. Denham in sod. (2019) so pri opazovanju izražanja glikocina s 
fluorescentno mikroskopijo s časovnim zamikom uporabili štirikrat redčen LB-medij. Ker 
so bili njihovi rezultati obetajoči, smo se odločili preveriti še to različico gojišča. Preverili 
smo različne koncentracije agarja, ki smo ga dodali 25 % LB, in ugotovili, da je za 
opazovanje pod invertnim konfokalnim mikroskopom najprimernejše gojišče 25 % LB z 1 
% agarjem. Poleg priprave blokcev, kjer se je za najzahtevnejšega izkazal B-medij, smo se 
pri izbiri gojišča, ki bi bilo najprimernejše za naše pogoje opazovanja in fotografiranja, z 
največjimi težavami soočali pri zmanjševanju ozadja. Predvsem pri običajnih 
koncentracijah LB gojišča je bilo slednje namreč zelo močno, kar je oviralo obdelavo 
fotografij in zmanjšalo njihovo uporabnost (Sliki 7A). Ozadje je bilo manjše pri uporabi 
SMM gojišča, temu primerljivo pa je bilo stanje izboljšano tudi pri uporabi 25 % LB.  
 
Problem je predstavljala tudi sama rast bakterij, ki je bila tekom izboljšav metode pogosto 
nekonsistentna, kar je bilo najverjetneje posledica spreminjanja pogojev v laboratoriju v 
času razvoja metode. V ta namen smo poskušali čim bolj standardizirati pogoje rasti, in v 
zadnji fazi ugotovili, da prekonočna inkubacija inokuliranih sevov na sobni temperaturi ni 
potrebna. Tako smo lahko eliminirali največjo spremenljivko, za katero lahko upravičeno 
sumimo, da je odločilno vplivala na uspešnost rasti celic v tej fazi razvoja metode. Z 
dodatno prekonočno inkubacijo na blokcih smo želeli bakterijam omogočiti prilagoditev na 
nove pogoje in s tem zmanjšati fazo prilagoditve pri opazovanju pod mikroskopom. 
Izkazalo se je, da je v primeru uporabe 25 % LB takšna inkubacija nepotrebna in smo 
lahko blokce z nacepljenimi redčenimi prekonočnimi kulturami takoj prenesli pod 
mikroskop, kjer so v ogrevani komori (37 ºC) začele normalno rasti po približno eni uri 
prilagoditvene faze. V največ primerih smo lahko najhitrejšo rast opazovali že po dveh do 
treh urah na 37 ºC. Celokupen čas posameznega poskusa smo tako skrajšali za vsaj 16 h.  
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Skrajšanju časa smo se želeli približati tudi z vpeljavo t. i. “log metode“ (Slika 14). Tudi tu 
je bil cilj eliminacija prekonočne inkubacije na blokcih, le da smo v tem primeru želeli na 
blokce nacepiti celice za katere smo na podlagi optične gostote in znanih podatkov 
sklepali, da so v logaritemski fazi rasti. Tako bi za opazovanje pod mikroskopom že takoj 
imeli celice, ki se bodo delile v najkrajšem času. Metoda ni bila najbolj uspešna, saj je bilo 
pri opazovanju pod mikroskopom vidno, da celice, kljub temu, da so bile v stresani kulturi 
sicer v eksponentni fazi rasti, niso rasle kot bi želeli, kar lahko pripišemo stresu zaradi 
prehoda iz plavajoče faze v stik s površino.  
 
Potvin-Trottier in sod. (2018) so pri raziskovanju stohastičnih procesov v bakterijskih 
celicah med drugimi uporabili tudi metodo gojenja celic na agarskih blokcih in sledenje 
rastočih mikrokolonij s slikovnim zaporedjem. Metoda, ki so jo uporabili je precej 
podobna metodi, ki smo jo razvijali mi. Ugotovili so, da je razvoj bolj zanesljivih sond in 
hitrejše tehnologije za opazovanje v zadnjih letih je omogočil skokovit razvoj metod za 
opazovanje dinamičnih procesov v bakterijah na podlagi slikovnih analiz. V svojem delu 
so opisali mnoge pomanjkljivosti, ki jih ima metoda agarskih blokcev. Nekatere smo 
opazili tudi pri našem delu. Tako so ugotovili, da je problematična predvsem manjša 
prepustnost svetlobe zaradi gojišča, krajši časovni nizi in velika težavnost sledenja rastočih 
in delečih se celic. Vse to naj bi vplivalo na kvantiteto in kvaliteto pridobljenih rezultatov. 
Prepustnost svetlobe je v začetnih fazah povzročala težave tudi nam, a smo s prilagoditvijo 
gojišča in nastavitev mikroskopa to težavo v večji meri odpravili. Časovni nizi in sledenje 
rastočih celic je bila v našem primeru omejena na vidno polje pri izbrani povečavi in na 
čas, v katerem so celice zasedle to površino ali pa začele rasti v plasteh.  
 
Odvisno od namena opazovanja ima metoda res nekatere omejitve, ki pa jih lahko 
prilagodimo s spremembo pogojev rasti ali opazovanja. Ugotovili so tudi, da do problemov 
pride ko se želimo izogniti prostorski in časovni heterogenosti rastnih pogojev. Problemu 
heterogenosti rastnih pogojev smo se v našem primeru skušali izogniti z uvedbo uporabe 
komore za vzdrževanje stalne temperature tekom opazovanja celic. Pred tem smo vzorce 
inkubirali v ločenem prostoru, spreminjanje temperature med opazovanjem in inkubacijo 
pa je najverjetneje pripomoglo k nekonsistentnim rezultatom, ki smo jih dobili pri teh 
pogojih.  
 
Še ena od ugotovitev, ki so jo objavili Potvin-Trottier in sod. (2018), je bila, da je, ko so 
celice nacepljenje, potrebnih več generacij, da se prilagodijo na nove pogoje. Po nekaj 
generacijah začnejo celice tekmovati za vire hranil, izpostavljene so povečanemu pritisku 
in začnejo tvoriti sekundarne plasti. Slednje bi bilo lahko ena od razlag našega opažanja, da 
na nivoju opazovanja, ki smo ga izvajali pri poskusih, nismo opazili pojava antagonizma 
med sevi bakterije B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti. Potvin-Trottier in sod. (2018) 
so na podlagi svojih ugotovitev zaključili, da se je uporabi agarskih blokcev bolje 
izogibati, kot glavni razlog pa navajajo nezmožnost enostavne in zanesljive interpretacije 
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meritev, pridobljenih z analizami, narejenimi z opazovanjem s slikovnim zaporedjem. 
Namesto tega priporočajo uporabo mikrofluidnih sistemov, pri čemer opozarjajo, da ni 
zagotovil, da bi z uporabo mikrofluidnih sistemov te težave izginile. Predvidevajo, da bo 
potrebna natančna kontrola pogojev, s čimer bi lahko zagotovili njihovo prostorsko in 
časovno uniformnost. Nekatere od ugotovitev se skladajo z našimi opažanji. Predvsem pri 
zanesljivosti podatkov, pridobljenih z analizo posnetkov, ki smo jih naredili s 
fotografiranjem v časovnem zaporedju, so se pokazale večje pomanjkljivosti. Razpon 
standardne deviacije se je za naše podatke gibal med 9,7 % in 30,6 %, kar nakazuje na 
nezanesljivost metode, ki bi jo bilo še treba izboljšati. K zmanjšanju napake bi 
najverjetneje pripomoglo povečanje števila tako bioloških kot tehničnih ponovitev 
poskusa, a tudi standardizacija obdelave posnetkov, ki bi izločila dejavnik človeške 
napake. Ker smo vsak posnetek ročno obdelali, smo s tem zagotovo pripomogli k tako 
visokemu odstotku napake.  
 
5.2 POJAV ANTAGONIZMA IN STOPNJA RAZVOJA KOLONIJE 
 
Pred začetkom dela smo si zastavili dve delovni hipotezi. Prva je bila, da bomo med sevi z 
manjšo stopnjo sorodnosti (non-kin) opazili antagonistične odnose, ki bodo sprožili lizo pri 
celicah napadenega seva, ne pa pri napadalcu. Druga pa, da bo pojav antagonizma odvisen 
od celične gostote.   
 
Prvo hipotezo smo preverjali tekom celotnega razvoja metode in s končno optimizirano 
metodo. Ugotovili smo, da na nivoju celice, kjer smo seve z različno stopnjo sorodnosti 
opazovali pod mikroskopom nismo opazili pojava antagonizma med sevi z manjšo stopnjo 
sorodnosti. Do lize celic ni prišlo ne pri napadenem sevu ne pri napadalcu.  
 
V času, ko smo opazovali celice so le-te v največ primerih rasle nemoteno, tako na delih 
kjer sta bila seva na večji razdalji, kot na stiku obeh kolonij. To je opazno na posnetkih, ki 
so dostopni na povezavi:   
https://www.youtube.com/playlist?list=PLl59HliDRq1Wf372U-8_YwOOXpdBtm6rF kjer 
lahko opazujemo interakcijo od posameznih celic do mikrokolonije in na povezavi:  
https://www.youtube.com/watch?v=CAdCL1YZIX4 kjer lahko vidimo interakcijo dveh 
mikrokolonij.  
 
Niti pri posameznih celicah niti pri mikrokolonijah na tem nivoju še ne opazimo 
antagonističnih odnosov, ki bi nakazovali na prevlado enega seva. Takšne rezultate lahko 
pripišemo več faktorjem. Eden od njih je potrditev naše druge hipoteze. V tem primeru bi 
lahko sklepali da na nivoju celice oz. mikrokolonije, do stopnje katere smo lahko opazovali 
rast in interakcijo v naših pogojih, gostota celic ni dovoljšnja, da bi prišlo do opaznega 
antagonizma. Druga, manj obetajoča razlaga pa vključuje opažanja, ki so jih predstavili 
Potvin-Trottier in sod. (2018), ki pravijo, da začnejo celice med seboj tekmovati šele po 
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nekaj generacijah, ko se privadijo na nove pogoje rasti. Ta ugotovitev bi lahko pojasnila 
odsotnost antagonizma predvsem v primeru, ko smo opazovali celice od posameznih do 
mikrokolonij, manj verjetno pa je, da bi razložila tudi pomanjkanje opaznega antagonizma 
v primeru, ko je mikrokolonija že zrasla, torej so celice, ki pridejo v tesen stik s celicami 
drugega non-kin seva gotovo nekaj generacij mlajše in prilagojene na pogoje rasti. V tem 
primeru, ko tudi ne opazimo celične smrti ne pri napadenem sevu, ne pri napadalcu, bi 
lahko sklepali, da še ni dosežena celična gostota pri kateri pride do pojava antagonizma. 
Kot kontrolo smo vzporedno z nacepitvijo na blokce seve nacepili tudi klasično gojišče, na 
katerem smo med sevoma opazili pojav linije (Slika 10) s katero Stefanic in sod. (2015) 
pojasnijo pojav sorodstvene diskriminacije med sevi bakterije B. subtilis z različno stopnjo 
sorodnosti. Ker je prišlo do nastanka linije na nivoju kolonij na ploščah, ne opazimo pa 
antagonizma na nivoju celic in mikrokolonij lahko sklepamo, da je pojav antagonizma 
odvisen od celične gostote in da le-ta na nivoju celice in mikrokolonij ni dovoljšnja ali pa v 
teh pogojih sorodstvena diskriminacija ne poteka. 
 
5.3 PRIMERJAVA GENERACIJSKEGA ČASA SEVOV BAKTERIJE B. subtilis Z 
RAZLIČNO STOPNJO SORODNOSTI 
 
Z analizo generacijskega časa sevov bakterije B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti smo 
želeli preveriti ali prisotnost seva z manjšo stopnjo sorodnosti negativno vpliva na hitrost 
podvojevanja. Pričakovali smo, da bo hitrost rasti kin sevov boljša v primerjavi z rastjo 
non-kin sevov. Povprečni generacijski časi, ki smo jih izračunali iz naših podatkov se 
gibljejo med (35 ± 6) min in (54 ± 15) min za non-kin seve in med (30 ± 3) min in (34 ± 5) 
za kin seve. Generacijski časi, ki smo jih izračunali za naše seve, ki so rasli na agarskih 
blokcih se ujemajo s tistimi, ki so jih pri svojih raziskavah zabeležili Nordholt in sod. 
(2019) na agaroznih blokcih ter Lee in sod. (2019) v mikrofluidnih sistemih.  
 
Pri preučevanih kombinacijah sevov smo za dani primer ugotovili, da med izračunanimi 
generacijskimi časi obstaja statistično signifikantna razlika, kar kaže na uporabnost metode 
pri spremljanju razlik v generacijskem času bakterij. T vrednosti pri non-kin sevih sta bili 
2,05 s p-vrednostjo 0,065 v prvi biološki ponovitvi in 3,34 s p-vrednostjo 0,021 v drugi 
biološki ponovitvi. Čeprav je statistična signifikantost potrjena le v enem primeru pa obe 
vrednosti nakazujeta, da je generacijski čas seva PS-216 sigW-YFP comK-CFP krajši v 
primerjavi z non-kin sevom PS-196 mKate. Relativna standardna deviacija pri 
generacijskem času hkrati nacepljenih kin sevov je znašala 14% za PS-13-YFP in 10% za 
PS-216-RFP, pri non-kin pa 15% oz. 28% za sev PS-196 mKate in 30% oz. 18% za sev 
PS-216 sigW-YFP comK-CFP v dveh bioloških ponovitvah. Da bi zmanjšali napako bi bilo 
potrebno opraviti več bioloških ponovitev tako za preučevane vzorce (v našem primeru 
non-kin sevi) kot za kontrole (v našem primeru kin sevi).  
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Pri analizi ganeracijskega časa smo opazili tudi, da je razpršenost podatkov večja v 
primeru, ko sta bila skupaj nacepljena non-kin seva (Slika 20). Ko smo izračunali razlike 
med generacijskimi časi posamezne ponovitve smo ugotovili, da se razpršitev podatkov 
ohrani, kar nakazuje na večjo dinamičnost rasti.  
 
Ker smo generacijski čas izračunali na podlagi spreminjanja deleža zasedenosti površine s 
celicami posameznega seva smo lahko ugotovili tudi, da pri non-kin sevih ne moremo 
napovedati kateri od sevov bo prevladal, torej zasedel večjo površino vidnega polja. Ta 
ugotovitev se sklada z ugotovitvami Stefanic in sod. (2015), ki so ugotovili, da tudi pri 
zasedanju površine korenine s sevi B. subtilis z različno stopnjo sorodnosti ne moremo 
vedno napovedati kateri od sevov bo prevladal nad drugim. Pri non-kin sevih so tako 
ugotovili, da bo dominantni sev, ki bo zasedel površino korenine tisti, ki bo v danih 
pogojih bolj efektivno koloniziral, kar pa bo do neke mere naključno. Podobno smo 
ugotovili tudi na osnovi razpršenosti podatkov, pri non-kin kombinacijah namreč nismo 
mogli natančno predvideti dominantnega seva. Pri kin kombinacijah je bil razpon razlik 
manjši, kar pripišemo manjši variabilnosti v hitrosti zasedanja površine agarja. Podobno se 
je izkazalo tudi pri raziskavi Stefanic in sod. (2015), kjer sta kin seva tvorila biofilm v 
katerem sta bile celice obeh sevov pomešane, non-kin seva pa sta kazala prevlado enega 
seva nad drugim, ki je bila zelo variabilna (Stefanic in sod., 2015).  
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Na podlagi rezultatov, ki smo jih pridobili pri magistrski nalogi lahko sklepamo da:  
 
- smo uspešno razvili in optimizirali metodo za vrednotenje sorodstvene 
diskriminacije na nivoju celice pri bakteriji Bacillus subtilis,   
 
- na nivoju celice in mikrokolonij nismo opazili pojava antagonističnih odnosov, ki 
bi sprožili lizo pri celicah, ki pripadajo genetsko manj sorodnim sevom (non-kin), 
smo pa antagonistične odnose opazili na nivoju kolonije v obliki nastanka vidne 
razmejitve na stiku rojev na agarski plošči,  
   
- pri preučevanih non-kin sevih opazimo večjo variabilnost posameznega seva v 
zasedanju površine agarja, razliko v generacijskem času sevov pa opazimo tako ob 
hkratni nacepitvi kin kot non-kin sevov.  
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7 POVZETEK  
 
Bakterije vrste Bacillus subtilis so izjemno razširjena bakterijska vrsta, ki jo najdemo tako 
v vodnih kot kopenskih okoljih, v gastrointestinalnem traktu živali ter v interakciji s 
koreninami rastlin (Earl in sod., 2008; Sharma in sod., 2018). Kot take so sicer široko 
raziskane, poznavanje njihovih interakcij pa je večinoma omejeno na stanje dovolj visoke 
celične gostote, ko že tvorijo kolonije ali biofilme. Sorodstvena diskriminacija je 
sposobnost organizma, da usmerja vedenje glede na sorodnost drugega osebka/ skupine 
osebkov. Sorodstvenega razlikovanja so zmožne tudi bakterije vrste B. subtilis med 
skupinskim premikanjem (rojenjem) po površini hranilnega agarja. Med rojenjem se 
filogenetsko visoko sorodni sevi združujejo v skupen roj, medtem ko manj sorodnimi sevi 
ostajajo med rojenjem fizično ločeni (Stefanic in sod., 2015; Štampar, 2016). Predvideva 
se, da filogenetsko visoko sorodni sevi med rojenjem vstopajo v pozitivne interakcije 
(sodelujejo), kar jim omogoča večjo uspešnost, manj sorodni sevi pa takšnega sodelovanja 
ne kažejo. Odnos med manj sorodnimi (non-kin) sevi je prej sovražne narave, ob srečanju 
dveh rojev se sproža stresni odziv pri vsaj enem od sevov (Lyons in sod., 2016).  
 
V okviru magistrske naloge smo preučevali antagonizem med manj sorodnimi (non-kin) 
sevi in razvijali ter optimizirali metodo, ki bi omogočila sledenje interakcij med sevi na 
nivoju posamezne celice. Pri razvoju metode smo preverjali mnoge faktorje, ki so vplivali 
na uspešnost gojenja celic- različne vrste gojišč, temperature in čas inkubacije. Poleg tega 
smo optimizirali tudi spremljanje rasti celic pod mikroskopom in obdelavo pridobljenih 
podatkov v predstavljive formate. Metodo smo uspešno razvili in optimizirali, zavedamo 
pa se, da ima še vedno omejitve, ki jih moramo upoštevati pri vrednotenju pridobljenih 
rezultatov in da obstaja še precej možnosti za izboljšavo metode.  
 
Ugotovili smo, da je v naših pogojih pojav antagonizma odvisen od celične gostote. 
Opazili smo, da antagonizma ne zaznamo na nivoju posameznih celic in na nivoju 
mikrokolonij, ki jih še lahko spremljamo z opazovanjem pod mikroskopom. Antagonizem 
smo, kot že mnogi pred nami (Stefanic in sod., 2015), opazili na nivoju kolonij, ko smo 
seve, ki smo jih opazovali pod mikroskopom nacepili na agarske plošče in gojili v 
klasičnih rastnih pogojih. Na nivoju posameznih celic in mikrokolonij nismo opazili 
antagonističnih odnosov, ki bi sprožili lizo celic, prav tako ni bilo opaziti vidne 
upočasnjene rasti.  
 
Poleg opazovanja interakcij smo preverili tudi vpliv sorodnosti sevov na podvojevalni čas. 
Pričakovali smo, da bo hitrost rasti kin sevov boljša v primerjavi z rastjo non-kin sevov, 
česar pa v našem primeru ne moremo z gotovostjo potrditi. Rezultati, ki smo jih pridobili, 
v okviru napake, ne nakazujejo na podaljšanje generacijskega časa ob nacepitvi dveh non-
kin sevov v primerjavi s kin sevoma. Povprečni generacijski časi, ki smo jih izračunali iz 
naših podatkov so primerljivi z opažanji drugih znanstvenikov (Nordholt in sod., 2019; Lee 
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in sod, 2019). Zanimivo pa je, da je so bili generacijski časi kin sevov veliko bolj podobni 
med ponovitvami kot je to veljalo za non-kin seva, vendar bi za dokončno potrditev tega 
rezultata potrebovali večje število in bolj primerljivo število ponovitev med obema 
skupinama, kot tudi dodatno kontrolo, s katero bi ovrednotili generacijski čas dveh enako 
označenih izogenih sevov. S statistično analizo generacijskih časov smo opazili, da pride 
do razlike v prid enega seva tako ob hkratni nacepitvi kin kot non-kin sevov. Da bi 
preverili ali na razliko v hitrosti rasti dejansko vpliva stopnja sorodnosti, ali so za tem 
kateri drugi faktorji bi morali narediti še več kontrol, v katerih bi preverjali hitrost rasti 
sevov v kombinaciji s samim sabo, da bi dobili informacijo o generacijskem času 
posameznega seva.   
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